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Na última década, a urgência na busca de novos e eficientes medicamentos para o 
combate das infecções hospitalares emergiu, principalmente, em função do desenvolvimento 
de mecanismos de resistência em microrganismos patogênicos. Neste âmbito, os peptídeos 
antimicrobianos (PAMs) surgem como uma potencial classe de substâncias a serem utilizadas 
na prevenção e controle de infecções por apresentarem múltiplas atividades que incluem tanto 
atividade bactericida e fungicida, quanto imunoprotetora. Esses peptídeos podem ser 
encontrados em diversas fontes na natureza como fungos, plantas, animais vertebrados e 
invertebrados, sendo que diversos estudos já demonstraram serem raros os episódios de 
resistência aos PAMs. Entretanto, estas moléculas estão presentes em concentrações muito 
baixas inviabilizando a sua utilização a partir da purificação de fontes naturais ou síntese 
química dependendo da esua estrutura primária. Dessa forma, a produção desses peptídeos 
utilizando ferramentas biotecnológicas permite que os mesmos sejam produzidos e 
empregados em estudos de estrutura-função e mecanismos de ação. A primeira etapa deste 
trabalho consistiu na produção heteróloga em sistema procarioto e eucarioto do peptídeo Pg-
AMP1 utilizando proteínas de fusão, descrito originalmente com atividade antibacteriana. 
Entretanto, não foi observada atividade da proteína heteróloga fusionada contra nenhuma das 
bactérias testadas em ensaios in vitro, visto que o peptídeo não foi clivado. Paralelamente, o 
peptídeo Cm-p1, originalmente extraído do molusco Cenchritis muricatus, foi sintetizado 
quimicamente e incorporado a nanofibras para produzir um sistema de liberação controlada. 
As nanofibras antifúngicas mostraram atividade contra Candida albicans, sendo estas 
caracterizadas por espectrometria de massas, microscopia eletrônica de varredura, bem como 
microscopia de força demonstrando que a presença do Cm-p1 pode interferir na morfologia 
das nanofibras. Além disso, os testes de liberação mostraram que Cm-p1 foi quase todo 
liberado na primeira hora. A biocompatibilidade das fibras foi avaliada por MTS e geração de 
espécies reativas de oxigênio (ROS) por células HUVEC, mostrando que as nanofibras 
contendo o peptídeo não afetaram a viabilidade celular. Somente as fibras contendo 10 % do 
Cm-p1 aumentaram a geração de ROS e a secreção de citocinas como IL6 e TNF-. O 
emprego de ferramentas bionanotecnológicas possibilita a produção e incorporação de 
peptídeos antimicrobianos em sistemas de liberação controlada de fármacos que podem ser 
utilizados no tratamento e controle de infecções nosocomiais.  
 
Palavras chaves: Pg-AMP1, expressão heteróloga, proteínas de fusão, Escherichia coli, 






In the last decade, the urgency in finding new and effective drugs to avoid hospital infections 
emerged due to the development of mechanisms of resistance in pathogenic microorganisms. 
In this context, antimicrobial peptides (AMPs) appear as a potential class of substances to be 
used in the prevention and control of infections by presenting multiple activities that include 
both bactericidal and fungicidal activities, as well as immunoprotective. These peptides can 
be found in nature from various sources such as fungi, plants, vertebrates and invertebrates, 
and several studies have already demonstrated they are rare episodes of AMPs resistance. 
However, these molecules are synthesized in very low concentrations precluding their use 
from natural sources or chemical synthesis. Thus, the production of these peptides using 
biotechnological tools allows their producing and using in studies of structure-function and 
mechanisms of action. The first step of this work consisted of heterologous production in 
eukaryote and prokaryote systems of Pg-AMP1 using fusion proteins. Originally, this peptide 
was described with antibacterial activity. However, unfortunately the fused heterologous 
protein was not active against any of the bacteria tested in vitro. In parallel, the Cm-p1 
peptide, originally extracted from shellfish Cenchritis muricatus, was chemically synthesized 
and incorporated into nanofibers to produce a controlled release system. Nanofibers showed 
antifungal activity against Candida albicans, which were characterized by mass spectrometry, 
scanning electron microscopy, as well as atomic force microscopy demonstrating that the 
presence of Cm-p1 can interfere with nanofibers morphology. Furthermore, the release tests 
showed that Cm-p1 was almost completely released within the first hour. The MTS fibers 
biocompatibility and reactive oxygen species (ROS) generation by HUVEC cells were 
evaluated, showing that nanofibers containing peptide did not affect cell viability. Only 10% 
of the fibers containing Cm-p1 increased ROS generation and secretion of cytokines such as 
IL6 and TNF. The use of bionanotechnology enables the production and incorporation of 
antimicrobial peptides into controlled release systems that may be used in the treatment of 
nosocomial infections. 
 
Keywords: Pg-AMP1, heterologous expression, Escherichia coli, Nicotiana benthamiana, 







1.1 INFECÇÕES RELACIONADAS AOS SERVIÇOS DE SAÚDE (IRAS) 
 
Desde o início das civilizações, as doenças infecciosas afetam a humanidade que 
desconheciam a existência e patogenicidade da maioria dos microrganismos. Posteriormente, 
no início do século XX, a descoberta e identificação da penicilina como agente 
antimicrobiano de possível uso terapêutico e a sua comercialização em 1942, vieram 
acompanhados da grande esperança de que em pouco tempo haveria disponíveis 
comercialmente medicamentos para combater a maioria das infecções (Lowy, 2003; Alanis, 
2005). Desde então, outras moléculas têm sido desenvolvidas a partir do molde da penicilina, 
originando vários fármacos, de diferentes classes, mais eficientes e com menor possibilidade 
de causar efeitos adversos aos pacientes (Kong et al., 2010). Entretanto, juntamente com a 
utilização de agentes quimioterápicos, surge também a resistência bacteriana (Fischbach e 
Walsh, 2010). A preocupação advinda desse fato é principalmente devido aos pacientes 
imunodeprimidos que frequentam os ambientes hospitalares e são susceptíveis às Infecções 
Relacionadas aos Serviços de Saúde (IRaS), causadas por bactérias multi-resistentes 
(Nascimento et al., 2000). As IRaS, também conhecidas como infecções hospitalares ou 
nosocomiais, podem ser consideradas o principal evento adverso durante a internação de 
pacientes em tratamento médico ou cirúrgico. As IRaS também representam uma das maiores 
causas de morte e de aumento da morbidade em pacientes hospitalizados, e o risco de adquiri-
las tem sido considerado universal pela World Health Organization (2011). Segundo estudos, 
entre 5 e 10 % dos países desenvolvidos podem ser acometidos por IRaS, enquanto esse 
número pode chegar a ser 20 vezes maior em países em desenvolvimento (Pittet et al., 2008; 
Matlow e Morris, 2009). Em unidades de terapia intensiva estas infecções são consideradas 
ainda mais graves devido à alta incidência de pneumonia associada à ventilação mecânica, 
bem como infecções do trato urinário (Olaechea et al., 2010).  
O custo estimado de infecções adquiridas em hospitais nos Estados Unidos em 2002 
está na ordem de 1,7 milhões de dólares, ocorrendo em 4,5 % das admissões, sendo 
considerada a sexta maior causa de morte (Kung et al., 2008). As bactérias Gram-negativas 
são responsáveis por mais de 30 % das infecções hospitalares segundo dados do U.S. National 
Healthcare Safety Network. Dentre essas, 47 % das infecções adquiridas são casos de 
ventilação das vias aéreas associadas à pneumonia, e 45 % a infecções do trato urinário 
20 
 
(Hidron et al., 2008; Olaechea et al., 2010). Em unidades de terapia intensiva, os casos de 
infecções hospitalares com bactérias Gram-negativas sobem para 70 % (Gaynes e Edwards, 
2005), sendo a família das Enterobacteriaceae o grupo mais identificado. A infecção 
pulmonar, causada principalmente por Klebsiella sp., Escherichia coli e Enterobacter sp. 
pode levar a óbito entre 13 a 55 % dos casos de pneumonia em crianças, idosos e adultos 
imunodeprimidos (Levy, 2004; Levy e Marshall, 2004). De acordo com o Centers for Disease 
Control and Prevention dos Estados Unidos da América, estima-se que as IRaS representam 
cerca de 1,7 milhões dentre as infecções e resultam em 99.000 mortes associadas a cada ano 
no país (Klevens et al., 2007; Scott II, 2009). Destas infecções, 32% referem-se às infecções 
do trato urinário, 22% são infecções de sítio cirúrgico, 15% são relativas à pneumonia 
(infecção pulmonar) e 14% são infecções na corrente sanguínea (Klevens et al., 2007; Scott 
II, 2009).  
No Brasil, segundo o Ministério da Saúde, a taxa média de infecção hospitalar é de 
15%, onde 3-15% dos pacientes infectam-se após procedimentos invasivos ou terapia 
imunossupressora (APECIH, 2005; ANVISA, 2007,). De forma geral, bactérias, fungos e 
vírus podem causar IRaS. Os fungos estão geralmente associados com aproximadamente 9%, 
os vírus 22% e as bactérias, os patógenos em destaque no ranking dessas infecções, com 69% 
dos casos de IRaS diagnosticadas (Aujard et al., 2000; Levy, 2004; Levy e Marshall, 2004). 
Os microrganismos que aparecem mais comumente associados às IRaS estão demonstrados na 























Sítios comuns de isolamento 
Bactérias Gram-negativas  
Escherichia coli Trato urinário, feridas cirúrgicas, sangue 
Pseudomonas sp. Trato urinário, trato respiratório 
Klebsiella sp. Trato urinário, trato respiratório, feridas 
Proteus sp. Trato urinário, feridas cirúrgicas 
Enterobacter sp. Trato urinário, trato respiratório, feridas 
Serratia sp. Trato urinário, trato respiratório, feridas 
Bactérias Gram-positivas  
Streptococcus sp. Trato urinário, trato respiratório, feridas 
Staphylococcus aureus Pele, feridas cirúrgicas, sangue 
Staphylococcus epidermitis Pele, feridas cirúrgicas, sangue 
Fungos  
Candida albicans Trato urinário, sangue 
Outros Trato urinário, trato respiratório, sangue 
Fonte: Adaptado de Levy (2004). 
 
Scott (2009) desenvolveu um estudo sobre o impacto econômico das IRaS nos Estados 
Unidos. O autor encontrou que o custo dessas infecções para cada paciente foi de US$ 25.903 
dólares no ano de 2007, enquanto o custo total das infecções no país foi de US$ 45 bilhões de 
dólares no mesmo período. Portanto, levando-se em consideração os índices alarmantes de 
IRaS pelo mundo e o impacto econômico e social desse agravo, torna-se fundamental a busca 
por novos antimicrobianos além de medidas capazes de aprimorar os cuidados em saúde para 
a população com o objetivo de se evitar o aparecimento e disseminação dessas infecções. 
Vários fatores como o alto custo e o tempo demasiado longo para o desenvolvimento 
de novos fármacos, aliados à grande complexidade de delineamento dos ensaios clínicos 
contribuem para a queda no descobrimento de novos antibióticos, além de reduzirem a 
longevidade do fármaco devido ao desenvolvimento da resistência (Peleg e Hooper, 2010). 
Williams e Bax (2009) ainda destacam a mudança de interesse das indústrias farmacêuticas 
para o desenvolvimento de fármacos mais lucrativos. Com a queda na descoberta de novos 
antibióticos e na disponibilidade de novas classes de antimicrobianos, agravados pelo uso 
indiscriminado desses medicamentos, cada vez mais existem microrganismos desenvolvendo 
resistência, sendo que algumas infecções estão se tornando quase impossíveis de serem 
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combatidas (Cohen, 1992; Alanis, 2005), culminando em um grave problema de saúde 
pública. 
 
1.1.1 Infecções fúngicas causadas por Candida sp.  
 
As espécies de fungos patogênicos pertencentes ao gênero Candida são citadas como 
aquelas que mais acometem humanos, sendo responsáveis pela colonização de mucosas oral, 
vaginal e gastrintestinal, podendo ocasionar doenças sistêmicas graves. As infecções nas 
mucosas são comuns não só em pacientes imunocomprometidos, mas também em pacientes 
sadios. A candidíase oral é uma das formas clínicas mais frequentes de candidíase muco-
cutânea e ocorre em todas as idades, com sintomas agressivos especialmente em crianças e 
idosos (Lopez-Martinez, 2010). É também a manifestação mais comum em pacientes 
infectados por HIV, presente em 50% dos pacientes HIV soro positivos e 90% dos pacientes 
com AIDS (Palmer et al., 1996). Com aproximadamente 4 milhões de casos de HIV/ano, isso 
equivale a 2 milhões de casos de candidíase oral por ano. Espécies de Candida também 
causam doenças da mucosa em pessoas idosas e indivíduos desdentados, tais como a Candida 
associada à estomatite protética (Moyes e Naglik, 2011). 
A candidíase sistêmica é reconhecida como a principal causa de morbidade e 
mortalidade em pacientes imunocomprometidos, sendo atribuídos a estes uma taxa superior a 
40% e 20%, respectivamente (Dimopoulos et al., 2007). Dentre os fatores de risco associados 
às infecções sistêmicas por Candida estão o baixo peso ao nascer, prematuridade, deficiência 
imunológica, doenças congênitas, hemodiálise, uso prolongado de antibióticos, procedimentos 
de rotina invasivos, utilização de cateteres vasculares e ventilação mecânica (Saiman et al., 
2000; Manzoni et al., 2007). A nutrição parenteral, a pancreatite e o uso de esteróides ou 
imunossupressores também são fatores de risco (Mean et al., 2008), assim como o aumento 
do tempo de permanência em ambientes hospitalares (Moran et al., 2010; Kett et al., 2011).  
As infecções fúngicas sistêmicas apresentam maior gravidade em pacientes com 
doenças hematológicas, aumentando a taxa de mortalidade, variando entre 35% e 67%, 
especialmente em pacientes nas unidades de terapia intensiva (UTI) (Marriott et al., 2009). 
Nesse ambiente hospitalar, em especial, as infecções fúngicas sistêmicas têm como causas 
frequentes os fungos dos gêneros Candida e Aspergillus spp, sendo a incidência do primeiro 
de sete a 15 vezes maior do que o segundo (Pfaller e Diekema, 2007). A taxa de mortalidade 
associada à candidemia nos EUA foi estimada em 49% podendo chegar a 75% em unidades 
de tratamento intensivo neonatal (Asmundsdottir et al., 2008). 
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As doenças fúngicas têm-se apresentado com importantes patologias em pacientes 
imunossuprimidos, com relatos do aumento na sua incidência nas últimas três décadas 
(Moyes e Naglik, 2011). Em um levantamento epidemiológico realizado nos Estados Unidos 
(EUA) sobre a incidência dos casos de sepse revelou que as infecções fúngicas aumentaram 3 
vezes no período compreendido entre os anos de 1979 e 2000 (Martin et al., 2003), sendo que 
o maior período de hospitalização destacou-se como importante fator de risco no aumento da 
morbidade e da mortalidade entre os pacientes estudados (Kuzucu et al., 2008; Moyes e 
Naglik, 2011). 
Outro estudo aponta que dentre as infecções hospitalares, aquelas causada por fungos 
do gênero Candida foram considerados o quarto lugar quando comparado com outros gêneros 
de microrganismos envolvidos em infecções nosocomiais nos EUA (Wisplinghoff et al., 
2004; Lopez-Martinez, 2010), juntamente com bactérias de relevância como Enterococcus 
(Escherichia coli) e Pseudomonnas spp. (Wisplinghoff et al., 2004). Na Europa, é a sexta das 
10 causas de infecções hospitalares sistêmicas (Marchetti e Bille, 2004). 
Durante as últimas décadas, vários países ao redor do mundo testemunharam uma 
mudança na epidemiologia de infecções por Candida, caracterizada por uma mudança 
progressiva de uma predominância de Candida albicans para uma predominância de não-
albicans (Kuzucu et al., 2008; Mean et al., 2008). Entre as espécies nao-albicans mais 
recorrentes, C. tropicalis, C. parapsilosis, C. krusei e C. glabrata se destacam. Na década de 
1980, C. albicans costumava ser o patógeno mais freqüente em casos de infecções 
hospitalares sistêmicas, e desde os anos de 1990 tornou-se a quarta causa de infecções 
hospitalares (Perlroth et al., 2007). Em contrapartida, C. glabratahas aumentou 
progressivamente e pode ser atualmente responsável por 15% a 20% das infecções na maioria 
dos países (Pfaller et al., 2007), considerado o segundo patógeno mais isolado nos EUA 
(Horn et al., 2007). 
Esses dados corroboram parcialmente com o que se observa em estudos realizados no 
Brasil, nos quais se destaca a importância de candidemias em hospitais (Godoy et al., 2003; 
Colombo et al., 2006; Pereira et al., 2010). Em um estudo conduzido em um hospital 
brasileiro durante 10 anos (1998 a 2007) pode-se observar na avaliação de candidemias que 
44% destas foram causadas por C. albicans, e C. parapsilosis foi o segundo agente mais 
comum (37%). As espécies C. tropicalis (13%), C. glabrata (5%) e C. krusei (1%) 
apresentaram baixa incidência. Porém, a maior taxa de mortalidade foi observada em 
pacientes infectados por C. glabrata (80%), e a nutrição parenteral foi estritamente 
relacionada à infecção por esta espécie de Candida (Bonfietti et al., 2012). 
24 
 
Considerando a espécie C. parapsilosis, um estudo realizado na Espanha relatou 
que esta é provavelmente a espécie que teve o maior aumento de incidência desde 1990, 
tornando-se o agente predominante de candidemia em determinados centros (Rodriguez et al., 
2006; Asadzadeh et al., 2008). No Brasil, há poucos dados avaliando exclusivamente a 
epidemiologia de candidíase por C parapsilosis (Brito et al., 2006). Em um estudo realizado 
em São Paulo, durante 7 anos (desde 2002 a 2008), a taxa de mortalidade associada a 
presença deste patógeno foi 45% maior do que descrito para países europeus e para os EUA 
(Miranda et al., 2012). 
Nos EUA, os custos anuais estimados para infecções fúngicas sistêmicas são de 
$2,6 bilhões, dos quais $1,8 bilhão é destinado ao tratamento das infecções causadas por 
fungos do gênero Candida, com custos semelhantes na Europa (Wilson et al., 2002). Os 
dados denotam a relevância das candidemias na saúde pública, demonstrando o desafio sócio-
econômico para comunidades em todo o mundo.  
As mudanças epidemiológicas nas infecções por Candida em diferentes regiões 
geográficas sugerem um importante papel da diminuição da sensibilidade a agentes 
antifúngicos comumente utilizados (Mean et al., 2008). Mesmo com o desenvolvimento de 
muitas drogas antifúngicas, como os polienos e triazois, os índices de mortalidade devido a 
infecções fúngicas sistêmicas ainda são altos. A resistência a antimicrobianos já foi observada 
em alguns países da América do Norte e na Europa (Sobel, 2006), justificando a importância 
do estudo de novas drogas e de novos modelos de ação na busca de um composto que reduza 




1.2 PEPTÍDEOS ANTIMICROBIANOS  
 
Um crescente interesse no estudo de peptídeos naturais com atividades antibióticas 
surgiu com o advento dos microrganismos resistentes aos antimicrobianos convencionais. 
Estes peptídeos, denominados peptídeos antimicrobianos (PAMs), consistem em uma parte 
importante do sistema imune inato, sendo que a sua produção compreende alguns dos 
mecanismos de defesa do hospedeiro durante as etapas iniciais do processo de infecção 
(Hancock e Scott, 2000; Zasloff, 2002). Essas moléculas apresentam um amplo espectro de 
ação contra fungos e bactérias patogênicas, sendo extensivo aos vírus, parasitas e mesmo 
células cancerígenas (Li et al., 2012; Mandal et al., 2014b).  
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Os mecanismos de ação dos PAMs, apesar das diferenças existentes, estão envolvidos 
com a alteração da permeabilidade da membrana plasmática dos microrganismos. Esta 
capacidade de interagir com as membranas lipídicas está relacionada a diversas características 
dessas moléculas como as propriedades bioquímicas definidas pela sequência de aminoácidos 
(carga, estrutura anfipática e hidrofobicidade) e conformação tridimensional (geometria, 
ângulo polar e conformação molecular) (Ganz, 2003; Brogden, 2005). Li e colaboradores 
(2012) explicam que a carga positiva de peptídeos catiônicos pode ser responsável pela ação 
seletiva de membranas citoplasmáticas de microrganismos carregados negativamente e que os 
resíduos hidrofóbicos dessas moléculas têm a capacidade de interagir com os lipídios 
(Mangoni e Shai, 2009). A alteração da composição dos aminoácidos, anfipaticidade, cargas 
positivas e massa molecular podem afetar a atividade dos PAMs, que pode ser melhorada, 
além de permitir que a seletividade da molécula seja alterada para membranas bacterianas ou 
fúngicas através da amalgamação dos aminoácidos carregados positivamente ou 
negativamente (Mandal et al., 2014b). Interações entre ácidos nucleicos e proteínas 
fosforiladas também ocorrem devido à característica catiônica dos PAMs (Mangoni e Shai, 
2009). Peptídeos sintéticos análogos aos AMPs naturais têm sido empregados com o objetivo 
de estudar as características estruturais dessas moléculas e contribuir para a melhoria na 
atividade dessas moléculas contra bactérias, fungos e alguns vírus (Jenssen et al., 2006). Um 
estudo mostrou como a atividade antimicrobiana e a estrutura da lactoferrina bovina foi 
influenciada por cadeias laterais de aminoácidos específicos (Mandal et al., 2014b). 
No modelo clássico de interação dos PAMs com membranas celulares, aparentemente, 
pode ser necessária uma atração do peptídeo pela superfície da membrana microbiana por 
força eletrostática ou devido à presença de cargas residuais presentes na superfície do 
microrganismo. Após essa atração o peptídeo se insere na cápsula polissacarídica e finalmente 
alcança a membrana citoplasmática. A partir desta interação com os lipídios da bicamada, o 
peptídeo altera a organização e a permeabilidade da membrana fosfolipídica causando a 
despolarização e desequilíbrio osmótico celular através da sua interação (Brogden, 2005; 
Nguyen et al., 2011; Li et al., 2012,).  
A presença de peptídeos também pode afetar a espessura da membrana que pode se 
remodelar formando domínios ricos em lipídios aniônicos em volta desses peptídeos. Outra 
possibilidade consiste na formação de intermediários “non-bilayer” a partir da interação dos 
peptídeos com a membrana. Essas moléculas também podem levar à oxidação dos 
fosfolipídios ou podem se ligar a pequenos ânions através da bicamada levando ao seu efluxo. 
O potencial de membrana pode ser alterado sem necessariamente levar a um sério dano na 
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bicamada, ou mesmo, segundo o modelo eletroporação molecular, o acúmulo do peptídeo 
aumenta o potencial de membrana o que induz a um estado transiente de permeabilidade da 
bicamada aos próprios peptídeos. Importante ressaltar que um mesmo peptídeo pode 
apresentar diferentes modos de ação (Nguyen et al., 2011). Na Figura 1 estão ilustrados os 
modelos de interação entre os PAMs e a membrana celular. 
 
 























Entretanto, outros estudos têm relatado a capacidade dos PAMs em afetar a 
viabilidade dos microrganismos a partir da interação com alvos intracelulares como inibição 
da síntese protéica e do DNA, interferência no dobramento protéico pela inibição de 
chaperonas, inibição da atividade enzimática e da síntese da parede celular (Nicolas, 2009; 
Nguyen et al., 2011). 
O principal componente da parede celular de organismos procariotos são os 
peptídeoglicanos, que estão organizados em múltiplas camadas intercalados pelos ácidos 
teicoico e lipoteicoico. Estas moléculas consistem em um importante alvo para novos agentes 
terapêuticos no tratamento de infecções por não estarem presente em células eucarióticas 
(Yount e Yeaman, 2013). Como exemplo, no caso dos lantibióticos, que empregam um 
precursor da síntese de peptídeoglicanos, o lipídeo II, como alvo para compostos 
antibacterianos (Islam et al., 2012). O peptídeo antimicrobiano nisina, um lantibiótico do tipo 
A(I), apresenta afinidade pelo lipídeo II. Estudos sobre interação entre a nisina e membranas 
revelaram que este peptídeo forma poros em membranas através de alguns passos que incluem 
a sua ligação e inserção, sendo já demonstrado que os poros formados por esta molécula em 
membranas contendo o lipídeo II são estáveis (Islam et al., 2012). Primeiramente, ocorre uma 
atração eletrostática entre a nisina e os grupos fosfolipídicos da bicamada lipídica, para 
posteriormente ocorrer a sua ligação aos grupos fosfato do lipídeo II. Os resíduos 
hidrofóbicos da região N-terminal do peptídeo são responsáveis pela sua inserção na 
membrana, seguindo-se pela agregação dos monômeros do peptídeo para a formação do poro 
(Islam et al., 2012), e consequente efluxo de aminoácidos, K
+
, e ATP pela célula (Yount e 
Yeaman, 2013). Nisina também pode interferir na síntese dos ácidos teicoico e lipoteicoico a 
partir da sua ligação com as moléculas lipídeo III e IV (Müller et al., 2012) além de estimular 
a atividade da autolisina, resultando em danos na parede celular com subsequente lise e morte 
celular. Outros peptídeos antimicrobianos também podem inibir a síntese de peptídeoglicanos 
como, por exemplo, a mersacidina. Entretanto, diferentemente da nisina, este peptídeo 
provavelmente liga-se aos resíduos de açúcar do lipídeo II (Islam et al., 2012). Os peptídeos 
lacticina 3147, estafilococina C55, plantaricina W e haloduracina são lantibióticos que agem 
sinergicamente otimizando a atividade antimicrobiana; enquanto um liga-se ao lipídeo II, o 
outro forma poros transmembrana (Guilhelmelli et al., 2013). Além dos lantibióticos, a 
bacteriocina Lcn972 atua na síntese da parede celular ligando-se ao lipídeo II (Yount e 
Yeaman, 2013).  
Para inibir a síntese proteica e do DNA, os peptídeos precisam atravessar a parede e 
membrana celular e então ligarem-se aos seus alvos intramoleculares como proteínas, RNA e 
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DNA. O peptídeo antimicrobiano buforina II possui em sua estrutura uma prolina na posição 
11 a qual desempenha um papel importante na penetração do peptídeo para dentro da célula 
(Cho et al., 2009; Xie et al., 2011). No citoplasma, o peptídeo liga-se ao DNA e RNA, 
possivelmente devido à identidade da sequencia da molécula do peptídeo e a região N-
terminal da histona H2A (Cho et al., 2009). Já a indolicidina pode promover a despolarização 
da membrana inibindo, assim a síntese de DNA (Nan et al., 2009). Alguns peptídeos inibem 
os processos de transcrição e tradução, como é o caso da indolicidina e puroindolina. Apesar 
desse processo não estar devidamente elucidado, é possível que as cargas positivas desses 
peptídeos interajam com os grupamentos fosfato dos ácidos nucléicos (Park et al., 1998, 
Uyterhoeven et al., 2008). As catelicidinas (Kaneider et al., 2007), bactenecinas (Skerlavaj et 
al., 1990) e microcinas (Nocek et al., 2012; Rebuffat, 2012), são exemplos de classes de 
peptídeos antimicrobianos que podem inibir a síntese de proteínas e do DNA. Estas famílias 
de peptídeos possuem representantes capazes de bloquear a síntese proteica e de DNA em 
bactérias, aumentar a permeabilidade da membrana, inibir a síntese de RNA e estabilizar o 
complexo intermediário girase-DNA, o que pode desencadear uma série de reações levando à 
morte celular (Skerlavaj et al., 1990; Kaneider et al., 2007; Nocek et al., 2012; Rebuffat, 
2012; Collin et al., 2013,). 
Relatos de peptídeos com atividade antitumoral descrevem a sua capacidade de induzir 
apoptose em células tumorais através do aumento dos níveis de espécies reativas de oxigênio 
e caspase-3 (Cruz-Chamorro et al., 2006). Outros peptídeos já induzem a apotose a partir da 
modificação da concentração intracelular do potássio, sem ativação da caspase (Zhang et al., 
2006a); e da externalização da fosfatidilserina e ativação da caspase, sem alterar a 
permeabilidade da membrana celular (Paredes-Gamero et al., 2012). Também há moléculas 
que podem causar apoptose e necrose induzidas (Soletti et al., 2010; Paredes-Gamero et al., 
2012; Mulder et al., 2013). 
Apesar da vasta literatura disponível sobre PAMs ainda há um logo caminho a ser 
percorrido até que estas moléculas estejam disponíveis comercialmente. Esforços têm sido 
conduzidos com o objetivo de trazer os PAMs a um novo estágio de desenvolvimento 
contornando os obstáculos existentes como, por exemplo, o alto custo de produção, 
susceptibilidade a proteólise, sensibilidade e respostas alérgicas e o não conhecimento da 
toxicidade após administrações sistemáticas dos peptídeos (Cândido et al., 2014). O alto custo 
dos ensaios clínicos, juntamente com a dependência de recursos financeiros federais e 
parceiros privados também têm contribuído para que poucos peptídeos estejam em testes 
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clínicos (Fox, 2013). Na Tabela 2 estão listados alguns peptídeos antimicrobianos em fase 
clínica de estudos. 
 
 
Tabela 2. Peptídeos antimicrobianos em fase clínica de desenvolvimento. 
Peptídeo Origem Indicação 
Fase de 
desenvolvimento 
Maganina Pele do anfibio Xenopus 
laevis 
Ferida em pé diabético 3 
Omiganan Sintético Rosácea 2 
OP-145 Sintético Infecção crônica 
bacteriana no ouvido 
médio 
2 
Novexatina  Infecção fúngica ½ 
Lytixar (LTX-109) Sintético MRSA ½ 
NVB302 Lantibiótico C. difficile 1 
MU1140 Lantibiótico Bactérias Gram-positivas 
(MRSA, C. difficile) 
Pré-clínica 
Arenicina  Bactérias Gram-positivas 
resistentes 
Pré-clínica 
Avidocina e purocina Pseudomonas aeruginosa Saúde humana e 
segurança alimentar 
Pré-clínica 
IMX924 Sintético Bactérias Gram-negativas 
e Gram-positivas 
Pré-clínica 
Fonte: adaptado de Fox, 2013. 
 
Autoridades nos Estados Unidos e Europa têm trabalhado para facilitar o 
desenvolvimento de novos antimicrobianos e incorporar metodologias inovadoras de testes 
clínicos e avaliação da efetividade clínica. Na Europa, o estabelecimento de novos critérios 
clínicos para avaliação de antibióticos e a permissão de pacientes que já fizeram o uso de 
outros antimicrobianos anteriormente participem de testes clínicos, tem sido estabelecido em 
novos guias pela European Medicines Agency. Nos Estados Unidos, foi organizada a 
Antibacterial Drug Development task Force pelo Food and Drug Administration (Fox, 2013). 
Formulações, modificações nas moléculas dos peptídeos e sistemas de liberação controlada de 
fármacos têm sido empregados com o objetivo de superar problemas de biodisponibilidade e 
farmacocinética (Cole et al., 2003; Gordon et al., 2005; Devocelle, 2012; Haney et al., 2012; 
Mandal et al., 2014a). 
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O aprofundamento de pesquisas em relação à toxicidade dos PAMs contra células 
humanas, mecanismos de ação e estudos de estrutura e função devem ser conduzidos com o 
objetivo de levar estas moléculas a um novo estágio de desenvolvimento clínico.  
 
 
1.3 EXPRESSÃO HETERÓLOGA 
 
Peptídeos encontram-se naturalmente presentes em concentrações muito reduzidas nos 
organismos (Christensen et al., 2007). Para a sua utilização farmacêutica ou para abordagens 
biológicas como estudos do mecanismo de ação e relação estrutura-função faz-se necessária 
uma quantidade razoável de moléculas puras e ativas. Dessa forma, esses compostos precisam 
ser produzidos em grandes quantidades. Diferentes métodos estão descritos na literatura para 
a produção de PAMs, como o isolamento direto do organismo o qual produz o peptídeo de 
interesse, síntese química ou expressão via sistemas heterólogos (Ingham e Moore, 2007). 
Entretanto, o isolamento de peptídeos direto da fonte natural trata-se de um mecanismo que 
aparentemente não tem sido economicamente sustentável, além de exigir muito tempo até que 
se adquira uma quantidade razoável (Zhou et al., 2009). A problemática que surge com a 
síntese química de peptídeos esbarra na questão econômica. Essa técnica permite a produção 
de peptídeos naturais e sintéticos, porém apresenta altos custos para síntese de sequências 
com mais de dez resíduos de aminoácidos, e ainda, esses custos podem ser consideravelmente 
elevados na síntese de sequências que apresentam pontes de sulfeto, o que dificulta a 
produção dessas moléculas (Li, 2009).  
O avanço da tecnologia do DNA recombinante possibilitou expressar os PAMs em 
maiores quantidades para usos diversos (Li e Chen, 2008). Uma vez que essas técnicas 
possibilitam a clonagem de genes exógenos codificadores de proteínas em vetores específicos 
para expressão em células hospedeiras procarióticas e eucarióticas (Park et al., 2008; Zelena 
et al., 2009), facilitando a produção dessas moléculas em grande escala, sendo a E. coli 
considerada o método mais eficiente em relação a tempo e custo (Li, 2011a). A produção 
desses peptídeos por técnicas biotecnológicas pode ampliar seu uso em diferentes setores, 
além dos conhecimentos a cerca de seu modo de ação sobre os organismos patogênicos. 
Diferentes estratégias têm sido desenvolvidas para a produção de peptídeos 
antimicrobianos originados de plantas em sistemas procarióticos (Escherichia coli) e 
eucariotos (leveduras, plantas e células animais) (Oard e Enright, 2006; Stotz et al., 2009). 
Dentre os sistemas descritos na literatura, as bactérias e as leveduras representam 95% dos 
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sistemas de expressão heterólogas de peptídeos (Ingham e Moore, 2007; Li e Chen, 2008; Li, 
2009).   
 
1.3.1 Expressão heteróloga em E. coli 
 
De um modo geral, a bactéria mais utilizada para expressar PAMs derivados de 
diversos organismos, tais como plantas, insetos, peixes, mamíferos, humanos tem sido a 
E.coli, devido à facilidade de manipulação genética, baixo custo de produção em relação ao 
meio de cultura, disponibilidade de uma vasta diversidade de vetores de expressão, controle 
da expressão gênica devido ao amplo conhecimento sobre a genética e fisiologia deste 
organismo e rapidez, normalmente produzindo proteína em grandes quantidades em um único 
dia (Rao et al., 2005; Sorensen e Mortensen, 2005; Li, 2011a; Parachin et al., 2012). 
Entretanto, alguns peptídeos antimicrobianos de plantas mostraram claras dificuldades 
em serem expressos em bactérias pelas próprias características específicas de cada peptídeo 
que, após expressos, podem ser proteoliticamente degradados e/ou em algumas vezes são 
insolúveis e tóxicos para a célula hospedeira, (Pazgier e Lubkowski, 2006; Parachin et al., 
2012).  
Classes de peptídeos, como as defensinas de plantas, apresentam um desafio para 
expressão heteróloga utilizando sistemas procarióticos devido às características estruturais 
que determinam as propriedades biológicas dessas proteínas. O alto conteúdo de cisteínas e 
argininas também podem afetar os níveis de expressão, bem como o rendimento de 
recuperação (Cabral et al., 2003). A formação de pontes dissulfeto em E. coli é dificultada 
devido ao estado reduzido em que o citoplasma da célula é mantido, impedindo a formação 
dessas ligações pelos sistemas enzimáticos tireodoxina e glutaredoxina/glutationa. Para tanto, 
essas moléculas devem ser exportadas para o periplasma onde a formação de pontes dissulfeto 
é catalisada pelo sistema Dsb. Apesar de poucos estudos reportarem a capacidade da E. coli 
realizar modificações pós-traducionais como glicosilação e acetilação, condições específicas 
como mutações no lócus pgl, para N-glicosilação, ou a co-expressão de membros do 
complexo Nat, para acetilação podem ser requeridas, (Pelegrini et al., 2009; Alvarez et al., 
2010; Makino et al., 2011), o que não se aplica ao Pg-AMP1 já que o mesmo não apresenta 
nenhuma modificação pós-traducional.  
Outro problema de expressão em bactérias consite no acúmulo de proteínas-alvo em 
agregados insolúveis conhecidos como corpos de inclusão. Estes consistem geralmente em 
proteínas agregadas, quase puras, que são tipicamente deformadas durante a sua formação e, 
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portanto, biologicamente inativas (Villaverde e Carrio, 2003; Cunningham e Deber, 2007; 
Zou et al., 2011). Diferentes abordagens podem ser utilizadas para solubilizar corpos de 
inclusão. Estes procedimentos envolvem o refolding da proteína heterólga e diversas 
condições, como expressão da proteína em temperaturas reduzidas, a utilização de cepas 
especiais derivadas da linhagem BL21 (DE3) de E. coli e a expressão de proteínas sob 
temperaturas reduzidas  utilizando o promotor cspA (Kovalskaya e Hammond, 2009). Um 
exemplo consiste na expressão da defensina PTH1 e a proteína rica em cisteína SN1 em E. 
coli que possuem atividade contra bactérias e fungos fitopatogênicos. O vetor pET26b+ foi 
escolhido por conter a sequência pelB localizada na porção N-terminal, já que este peptídeo 
sinal direciona a expressão para o periplasma e reduz ou elimina a formação de corpos de 
inclusão. A indução da cultura a 25ºC e o uso da linhagem BL21 (DE3) também foram 
realizados visando expressar as proteínas em sua forma solúvel, sem sucesso. Os IBs foram 
solubilizados em uréia 8M e o refolding foi conduzido para os ensaios de purificação e de 
atividade antibacteriana e antifúngica (Kovalskaya e Hammond, 2009). As α-defensinas hNP-
1 to hNP-3, and hD-5 and hD-6 também foram expressas na forma de corpos de inclusão em 
E coli (Pazgier e Lubkowski, 2006). 
Outra abordagem nos sistemas de expressão biológica tem sido desenvolvida através 
da fusão do peptídeo antimicrobiano a proteínas conjugadas, também conhecidas por tags ou 
proteínas de fusão (Rao et al., 2004; Xu et al., 2007). A presença de um segmento aniônico 
capaz de neutralizar a carga positiva de peptídeos antibacterianos permite um aumento nos 
níveis de expressão e na solubilidade dos peptídeos recombinantes. As proteínas de fusão 
mais utilizadas incluem glutationa-S-transferase (GST), maltose-binding protein (MBP), 
tioredoxina (Trx), ubiquitina (Rao et al., 2004; Peti e Page, 2007; Xu et al., 2007) e 
chaperonas (Hartl e Hayer-Hartl, 2002; Sorensen e Mortensen, 2005). Além disto, o uso de 
proteína de fusão pode melhorar significativamente a estabilidade das proteínas-alvo em 
células hospedeiras (Rao et al., 2005). Um estudo avaliou a expressão da viscotoxina 
recombinante usando 13 proteínas de fusão diferentes em E. coli com o objetivo de verificar 
qual proteína de fusão possibilitaria gerar maior quantidade da proteína em sua forma solúvel. 
Viscotoxinas pertencem à família das tioninas e são tóxicas a fungos fitopatogênicos. Dentre 
as proteínas de fusão empregadas, a tioreodoxina foi o que alcançou maior quantidade de 
viscotoxina solúvel (Bogomolovas et al., 2009). Outro estudo demonstrou o aumento de 
solubilidade de agregados fibrilares como TEL-SAM e Ab42 em E. coli após a sua fusão com 




1.3.2 Expressão transiente em Nicotiana benthamiana 
 
O uso de plantas para a expressão heteróloga e estudos de PAMs compreende uma 
abordagem que pode oferecer uma solução para a criação de culturas resistentes a uma ampla 
gama de patógenos (Oard e Enright, 2006; Cândido et al., 2011; Viana et al., 2012). Estudos 
recentes mostram que o uso de plantas para a produção de proteínas recombinantes oferece 
vantagens consideráveis sobre as bactérias e outros sistemas convencionais, como a cultura de 
células de mamíferos e fermentação de leveduras. A principal vantagem de plantas como 
sistema de produção consiste na disponibilidade de biomassa que pode ser obtida pelo uso da 
infraestrutura já existente de plantio, colheita, armazenamento e processamento de culturas, 
visto que as plantas funcionam como biofábricas produzindo grandes quantidades de proteínas 
(Cândido et al., 2011; Viana et al., 2012). Outra vantagem reside no fato da proteína 
recombinante produzida em plantas poder executar a maioria das modificações pós-
traducionais necessárias para a estabilidade da proteína, bioatividade, além de farmacocinética 
favorável (Lima-Filho et al., 2010). A adição da sequência de peptídeos sinais aos vetores de 
expressão em plantas permite a expressão da molécula de interesse em compartimentos 
celulares como retículo endoplasmático, complexo de golgi e cloroplasto (Vitale e Denecke, 
1999; Viana et al., 2013,). O retículo por possuir um ambiente oxidante, com baixa atividade 
proteolítica, contribui para o acúmulo da proteína recombinante. A presença de chaperonas no 
interior do retículo também colabora para o dobramento adequado da proteína ou peptídeo 
expressos. Modificações pós-traducionais como adição de grupos glicanos e formação de 
pontes dissulfeto podem ocorrer no interior do retículo e do complexo de golgi (Gomord e 
Faye, 2004; Bulaj, 2005; Viana et al., 2013). 
Uma lista considerável de plantas tem sido utilizada para transformação genética, 
expressão e purificação de PAMs incluindo a Solanum tuberosum (batata) (Gao et al., 2000; 
Almasia et al., 2008), Nicotiana benthamiana e Nicotiana tabacum (tabaco) (Franco et al., 
2006). Culturas de Oryza Sativa (arroz) (Iwai et al., 2002; Imamura et al., 2010; Jha e 
Chattoo, 2010) e cevada (Molina et al., 1997) também têm sido utilizadas para a expressão 
dessas moléculas conferindo resistência dessas culturas a uma variedade de patógenos. 
Dentre as limitações deste sistema está o baixo nível de expressão da proteína que 
requer uma grande quantidade de tecido vegetal. (Gao et al., 2000, Degray et al., 2001; Iwai 
et al., 2002; Almasia et al., 2008; Desai et al., 2010). O alto custo e o grande tempo requerido 
também são barreiras para expressão neste tipo de sistema (Kovalskaya e Hammond, 2009), 
além da planta poder realizar modificações pós-traducionais incorretas. Isto pode ocorrer 
34 
 
porque proteínas produzidas por plantas apresentam os açúcares α-(1,3) fucose e β-(1,2) 
xilose, não encontrados em animais; em contrapartida, não apresentam resíduos terminais de 
galactose e ácido siálico, presentes em animais (Sethuraman e Stadheim, 2006; Desai et al., 
2010; Parachin et al., 2012). Outra limitação são os altos custos de processamento e 
purificação que também aumentam conforme a complexidade do tecido no qual a proteína foi 
expressa. Entretanto, estes custos podem ser minimizados através do aumento da expressão 
(Streatfield, 2007; Conley et al., 2011b). 
Uma possível alternativa mais simples e rápida, atualmente, consiste na utilização da 
expressão transiente, baseada na transformação por Agrobacterium em plantas. Neste sistema, 
folhas são infiltradas com uma suspensão de Agrobacterium, a vácuo, sendo o produto 
detectável após 2-4 dias, por um período de 7-10 dias, após o qual o nível de expressão 
diminui, não sendo mais detectável (Gleba et al., 2005; Sharma et al., 2005; Viana et al., 
2013). A expressão transiente possui vantagens sobre a expressão estável, por ser um método 
mais rápido e é usada, por exemplo, em casos os quais as plantas atuam como biofábricas por 
um período de tempo suficiente para a extração da proteína recombinante de interesse (Desai 
et al., 2010; Viana et al., 2013).  
A expressão de proteínas heterólogas em plantas pode ser obtida através de vetores 
virais que têm a capacidade de iniciar rapidamente a expressão da proteína de interesse. Esses 
vetores, derivados de vírus de plantas, são manipulados geneticamente, in vitro, para 
introduzir sequências de interesse externas dentro do genoma viral (Pogue et al., 2002). Outra 
vantagem consiste em que plantas infectadas por vetores virais levam à expressão sistêmica 
visto que a proteína recombinante é produzida em todas as células devido ao espalhamento do 
vírus por toda a planta (Desai et al., 2010; Viana et al., 2013).  
A presença de relatos na literatura com inúmeras plantas expressando peptídeos 
antimicrobianos com atividade antifúngica e antibacteriana reforça a idéia do uso desta 
tecnologia para as mais diferentes aplicações. Entretanto, estes peptídeos têm sido 
empregados utilizando a transformação estável com o objetivo de causar resistência a 
culturas. O penaeidina4-1 (Pen4-1) consiste em um peptídeo antimicrobiano isolado do 
camarão com grande potencial por apresentar atividade contra fungos fitopatogênicos como 
Botrytis cinera, Penicillium crustosume, Fusarium oxysporum (Cuthbertson et al., 2004) e 
contra as espécies de fungo multi-resistentes Cryptococcus neoforman, Candida lipolytica, 
Candida inconspicua, Candida krusei, Candida lusitaniae e Candida glabrata (Cuthbertson 
et al., 2006). A partir do Pen4-1, Zhou e colaboradores (2011) desenvolveram linhagens 
transgênicas de grama (Agrostis stolonifera L.) com o aumento da resistência aos fungos 
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fitopatogênicos Sclerotinia homoecarpa e Rhizoctonia solani como resultado da expressão do 
Pen4-1. Em outro estudo, o arroz foi modificado geneticamente com o objetivo de torná-lo 
resistente ao fungo fitopatogênico Magnaporthe oryzae cuja infecção leva a consideráveis 
perdas de rendimento e qualidade da safra (Imamura et al., 2010). Para tanto, o peptídeo 
antimicrobiano thanatina produzido pelo inseto Podisus maculiventris, foi introduzido no 
arroz para criar a resistência esperada. Seguindo a mesma linha, a defensina Rs-AFP2 foi 
capaz de causar tolerância no arroz aos fungos fitopatogênicos Magnaporthe oryzae e 
Rhizoctonia solani após a transformação genética do arroz com este peptídeo antimicrobiano 
(Jha e Chattoo, 2010). 
 Assim, a partir do exposto, a expressão do peptídeo antimicrobiano Pg-AMP1 em 
Nicotiana benthamiana pode levar à produção e purificação de moléculas ativas, visto que a 
maioria dos relatos na literatura descreve o uso desse sistema de expressão com o objetivo de 





A nanotecnologia consiste na ciência que estuda o desenvolvimento e a utilização de 
materiais, dispositivos e sistemas em escala nanométrica e vem mostrando impactos positivos 
na área da saúde através da sua aplicação na melhoria de testes diagnósticos e tratamento de 
doenças. Este segmento, denominado nanobiotecnologia, consiste principalmente em 
desenvolver sistemas carreadores de medicamentos e moléculas em escala nanométrica 
visando alcançar melhor estabilidade, absorção dos fármacos e controlar a liberação das 
drogas (Speiser, 1991; Zanetti-Ramos e Creczynski-Pasa, 2008; Lehner et al., 2013). 
O desenvolvimento de estruturas nanométricas complexadas a moléculas terapêuticas 
tem mostrado um impacto significativo para terapêutica medicinal. Os produtos empregados 
se diferenciam em tamanho, forma, composição e propriedades físico-químicas podendo 
variar em área de superfície e a reatividade da molécula. Essas características irão promover 
uma melhora na solubilidade, no tempo de meia-vida da molécula, uma diminuição da 
toxicidade a partir da capacidade de direcionamento do fármaco para o sítio de ação 
específico e ainda permitir a aplicação por várias vias de administração (Pinto Reis et al., 
2006; Bawa, 2009; Zhang et al., 2013b). 
Segundo Dandagi e colaboradores (2006), encontram-se disponíveis diversos tipos de 
materiais para serem empregados na preparação dos sistemas nanométricos, que juntamente 
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com a seleção da técnica empregada na síntese, proporcionam a obtenção de variados 
modelos de estruturas. A escolha do material a ser empregado na formulação dependerá da 
finalidade a qual o sistema será empregado. Diversas metodologias têm sido descritas com o 
objetivo de melhorar os mecanismos de liberação dos fármacos e mesmo suas propriedades 
mecânicas (Hoffman, 2002). Uma das propostas descritas na literatura utiliza polímeros 
naturais à base de polissacarídeos no desenvolvimento de novos sistemas de liberação visando 
aprimorar a biocompatibilidade e biodegradabilidade do princípio ativo (Berger et al., 2004). 
Imura e colaboradores (2003) destacam a semelhança dos constituintes das membranas 
celulares com as vesículas lipossomais fosfolipídicas. Estes compostos também podem ser 
utilizados para proteger compostos químicos de atividade farmacológica e mesmo encapsular 
moléculas de alto peso molecular (Teixeira et al., 2008). 
Os polímeros biodegradáveis podem possibilitar a liberação de um princípio ativo de 
forma lenta e gradual por meio do controle de suas propriedades e o controle de sua 
velocidade de degradação, sendo amplamente empregados em sistemas de liberação 
sustentada (Jain, 2000). O uso desses polímeros permite a incorporação de moléculas 
orgânicas de alto peso molecular, contendo, normalmente, mais de cinquenta monômeros, que 
formam uma matriz ou reservatório onde o fármaco estará inserido. Durante a biodegradação 
desse sistema, o princípio ativo pode ser liberado de acordo com uma cinética previamente 
definida no momento da síntese do complexo fármaco-polímero e desencadeada em condições 
conhecidas como a ação enzimática, mecânica e alterações de pH (Commandeur et al., 2006). 
Abreu (2008) enumera em seu trabalho vários parâmetros que podem ser controlados na 
formulação desses sistemas e podem ser responsáveis pelo controle e extensão da resposta do 
princípio ativo. Os mais importantes são: pH, campo elétrico, temperatura e tipo de solvente 
utilizado (Abreu, 2008). 
Em meio aos inúmeros polímeros estudados, encontram-se comercialmente 
disponíveis exemplos de polímeros biodegradáveis naturais, como a quitosana e o alginato, e 
polímeros biodegradáveis sintéticos, como os co-polímeros dos ácidos láctico e gligólico 
(PLGA). Devido à sua versatilidade de manipulação, a combinação dos dímeros cíclicos dos 
ácidos láctico e glicólico com princípios ativos para fins terapêuticos pode ser feita em 
quantidades suficientes para a administração de uma ou mais doses (Duncan, 2006). Dentre os 
polímeros naturais, destaca-se a quitosana, um polissacarídeo catiônico em meio ácido, não 
tóxico, com alta capacidade de adsorção e biocompatibilidade (Doll et al., 2013). Polímeros 
sintéticos também têm sido utilizados para aplicações farmacêuticas e biomédicas. Como 
exemplo, Abreu (2008) cita o poliuretano, o ácido poliacrílico, o poliacrilonitrila e a 
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poliacrilamida. A associação de outros polímeros com a quitosana, como, por exemplo, o 
alginato e a pectina vêm sendo testada (De e Robinson, 2003). Estes complexos vêm sendo 
muito utilizados para encapsular proteínas, melhorando a sua biodisponibilidade (Ruel-
Gariepy e Leroux, 2004). 
 
1.4.1 Antimicrobianos em sistemas de liberação controlada 
 
O uso de peptídeos antimicrobianos em aplicações clínicas é dificultado devido à sua 
rápida degradação proteolítico no trato gastrointestinal e na corrente sanguínea, diminuindo o 
seu tempo de meia-vida e limitando a sua administração pela via parenteral e oral. O 
transporte dessas moléculas através das barreiras biológicas também consiste em um 
obstáculo por apresentarem limitada difusão através das membranas e baixo coeficiente de 
partição. Assim, esses problemas devem ser superados para que a concentração plasmática 
efetiva da droga se mantenha dentro da janela terapêutica evitando o risco de 
desenvolvimento de microrganismos resistentes (Urbán et al., 2012). 
Diversos trabalhos na literatura relatam a incorporação de antimicrobianos em 
sistemas de liberação controlada com o objetivo de modular o seu perfil de liberação, 
aumentar a sua atividade ou mesmo reduzir os efeitos adversos (Roy et al., 2013). A 
incorporação dessas moléculas nesses sistemas visa contornar os problemas acima citados, 
além de modular o perfil de liberação de fármacos levando ao aumento da adesão de pacientes 
ao tratamento devido à redução do número de intervenções e também do período de 
internação em hospitais. Outra vantagem está na liberação sustentada por longos períodos, 
mantendo a concentração plasmática do fármaco dentro da janela terapêutica, além da 
possibilidade de reduzir os efeitos tóxicos através do direcionamento da molécula para alvos 
específicos (Urbán et al., 2012). Dentre as estratégias aplicadas estão o self-assembling, 
lipossomas, estruturas poliméricas, hidrogéis, nanocápsulas, nanotubos de carbono e 
nanofibras (Roy et al., 2013; Urbán et al., 2012; Mandal et al., 2014b).  
Um estudo avaliou as propriedades citotóxicas in vitro do peptídeo CT20p contra 
células de câncer de cólon e mama, e in vivo em camundongos com câncer de mama 
(Boohaker et al., 2012). Derivado da porção C-terminal da proteína pró-apoptótica bax, que 
pertence à família das proteínas Bcl-2, este peptídeo contém resíduos hidrofóbicos e 
catiônicos que permitem a sua interação com os lipídeos das membranas. CT20p foi 
encapsulado em nanopartículas de polímeros super ramificados (HBPE) funcionalizadas com 
grupos carboxílicos (negativamente carregadas) e grupos aminos (positivamente carregadas). 
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In vitro, nanopartículas contendo CT20p foram capazes de induzir alterações morfológicas em 
células HCT-116 de câncer cólon-retal compatíveis com morte celular. Quando as células 
foram tratadas com o peptídeo livre, este não levou à morte celular em nenhuma das 
concentrações testadas, inclusive na concentração 1000 vezes maior do que aquela empregada 
nas nanopartículas. No experimento in vivo, células das linhagens MCF-7 e MDA-MB-231 de 
câncer de mama desenvolveram alterações morfológicas, como perda da integridade da 
membrana, após tratamento com o peptídeo encapsulado, sendo que as nanopartículas 
funcionalizadas com os grupos carboxílicos foram mais efetivas que as funcionalizadas com 
os grupos aminos (Boohaker et al., 2012). 
As bacteriocinas nisina e BLS-P34 foram encapsuladas em lipossomas e depois foram 
testadas contra Listeria monocytogenes inoculada em queijo minas frescal. A nisina apresenta 
um amplo espectro de atividade contra bactérias Gram-negativas e esporos de Bacillus e 
Clostridium spp. enquanto BLS-P34 inibe L. monocytogenes além de outros microrganismos. 
Os peptídeos foram encapsulados em lipossomas de fosfatidilcolina (PC-1) e PC-1-colesterol. 
Em todas as formulações testadas houve a redução da população microbiana de L. 
monocytogenes em comparação ao controle após 21 dias de estocagem do queijo minas 
(Malheiros Pda et al., 2012). 
 
1.4.2 Nanofibras como sistemas de liberação controlada de fármacos 
 
Nanofibras consistem em um promissor material para aplicações biomédicas. Devido à 
sua similaridade com a matriz extracelular e à sua grande superfície de contato, este material 
tem sido usado em engenharia de tecidos, implantes médicos e sistemas de liberação 
controlada de fármacos (Brandelli, 2012; Dave et al., 2013). Sua aplicação como sistema de 
liberação permite a incorporação de drogas hidrofílicas e hidrofóbicas, sendo que alterações 
na composição e no processo de produção podem modificar a morfologia, porosidade e 
liberação do fármaco (Agarwal et al., 2008; Sridhar et al., 2013). Também é possível a 
imobilização de macromoléculas como proteínas e ácidos nucleicos a partir da modificação da 
superfície das nanofibras (Yoo et al., 2009). 
Vários métodos estão descritos na literatura para obtenção de nanofibras (Sill e von 
Recum, 2008). Um deles consiste na obtenção de fibras a partir da auto-organização de 
peptídeos e polímeros em que um balanço entre as forças de atração e repulsão irá determinar 
a organização ou desorganização do material. Quando expostos a estímulos como pH, 
aquecimento ou força iônica, estes peptídeos se auto organizam em nanoestruturas ricas em β-
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domínios devido à ação de forças hidrofóbicas e ligações de hidrogênio (Liu et al., 2013). 
Madine e colaboradores (2012) obtiveram nanofibras a partir do peptídeo amiloide 
modificado (AAKLVFF) em água; quando a molécula foi colocada em metanol, nanotubos 
foram formados ao invés de nanofibras (Madine et al., 2012). 
O electrospinning tem sido considerado um método eficiente para a produção de 
nanofibras em larga escala por ser de fácil manipulação e baixo custo (Brandelli, 2012). A 
técnica baseia-se na aplicação de uma alta voltagem entre um capilar metálico ou agulha 
acoplada à seringa contendo a solução polimérica e um coletor metálico. A solução 
polimérica é bombeada pelo capilar metálico em direção ao coletor sob a ação de um campo 
elétrico. Para a formação da fibra é necessário que ocorra uma repulsão eletroestática entre as 
cargas da solução polimérica e as forças criadas pelo campo elétrico externo, e que esta força 
supere a tensão superficial da solução polimérica na ponta do capilar metálico. Enquanto o 
jato de fibra vai em direção ao coletor metálico, o solvente é evaporado e a fibra é depositada 




Figura 2. Desenho esquemático representando um electrospinning. (1) coletor metálico envolto em papel 
alumínio, (2) caixa acrílica fechada com pequena abertura somente para a passagem da agulha, (3) seringa 
contendo a solução a ser empregada para a formação das nanofibras acoplada à agulha (na agulha está acoplado 
o eletrodo que também é ligado à fonte de energia, (4) bomba para seringa, (5) fonte de alta voltagem e (6) 
nanofibras sendo formadas.  
 
A técnica de produção de fibras por electrospinning pode levar a formação de 
nanofibras de diferentes diâmetros dependendo das condições físicas da solução polimétrica, 
dos parâmetros utilizados no processo de electrospinning como a voltagem aplicada, a taxa de 
infusão da solução polimétrica, distância entre o capilar e o coletor, ou mesmo a concentração 
do polímero (Agarwal et al., 2008; Ignatious et al., 2010; Abrigo et al., 2014). Na Tabela 4 
estão listados como esses parâmetros podem interferir na morfologia das fibras. 
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Tabela 3. Listagem dos parâmetros que podem interferir no processo de electrospinning e os respectivos efeitos 
que podem causar na morfologia e diâmetro das fibras. 
Parâmetros Efeitos na morfologia da fibra 
Aumento da voltagem aplicada ao sistema Inicialmente, ocorre uma diminuição do diâmetro da 
fibra e depois um aumento. 
Aumento do fluxo de bombeamento da solução 
polimérica 
Aumento no diâmetro da fibra (a formação de gotas 
pode ocorrer caso o fluxo esteja muito alto). 
Aumento da distância entre o capilar e o coletor Diminuição do diâmetro da fibra (a formação de gotas 
pode acontecer se a distância entre o capilar e o 
coletor for muito curta) 
Aumento da concentração da solução polimérica (   da 
viscosidade) 
Aumento do diâmetro da fibra 
Aumento da condutividade da solução Diminuição do tamanho da fibra (distribuição variada 
dos diâmetros das fibras formadas) 
Aumento da volatilidade do solvente Fibras podem exibir uma microtextura como poros em 
sua superfície, o que pode aumentar a sua área 
superficial. 
Fonte: adaptado de Sill e von Recum, 2008. 
 
Segundo Meinel e colaboradores (2012), três diferentes técnicas podem ser 
empregadas para a incorporação de fármacos e produção de nanofibras por electrospinning 
que irão depender (i) da solubilização do polímero e do fármaco em uma mesma solução, (ii) 
da incorporação do fármaco após a produção das fibras através da sua adsorção à matriz 
polimérica e (iii) de duas soluções poliméricas, em que a primeira contem a droga 
solubilizada como em (i) e a segunda contendo somente o polímero, fazendo com que a 
solução contendo o fármaco fique no interior da fibra e a segunda solução revestindo a 
primeira. 
Diversos polímeros sintéticos e naturais podem ser usados na produção de fibras por 
electrospinning como o a poli (ε-caprolactona) (PCL) (Ruckh et al., 2012), ácido poli-láctico 
(PLA) (Mohiti-Asli et al., 2014), álcool poli-vinílico (PVA), (Ravichandran et al., 2013), 
entre outros (Tabela 4). Como em outros sistemas de liberação sustentada que fazem o uso de 
polímeros, a escolha do mesmo deve ser feita de forma criteriosa segundo o perfil de 
liberação desejado (Sill e von Recum, 2008). 
O emprego de nanofibras com atividade antimicrobiana tem sido investigado para o 
seu uso como curativo ou bandagem de feridas, visto que a estrutura da fibra pode proteger o 
material de contaminação microbiana além de ser possível a incorporação de agentes 
antimicrobianos, fatores de crescimento e antissépticos (Zahedi et al., 2010; Bao et al., 2013). 
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Dentre os antibióticos incorporados em nanofibras produzidas por electrospinning estão 
inclusos os compostos de prata (Lalani e Liu, 2012; Li et al., 2013; Abdelgawad et al., 2014), 
vancomicina (Chen et al., 2012a; Chen et al., 2012b), gentamicina (Chen et al., 2012a; Chen 
et al., 2012b; Dave et al., 2013) e rifampicina (Ruckh et al., 2012). Entretanto, há poucos 
trabalhos de peptídeos antimicrobianos incorporados em nanofibras (Sarig et al., 2008; 
Heunis et al., 2011; Lindner et al., 2011; Eriksen et al., 2013; Heunis et al., 2013; Torres et 
al., 2013; Mandal et al., 2014b). Na Tabela 4 estão listados vários trabalhos que empregam 
moléculas com atividade antimicrobiana em nanofibras. 
 








Sem fármaco Com fármaco 
PVA BSA - - NA 





Clotrimazol (CZ) - 645 a 667 nm 5 minutos 
(Tonglairoum et 
al., 2014) 
PVA Subtilosina 567 nm 278 nm - 
(Torres et al., 
2013) 
Poliuretano (PU) - 
Cellulose acetato e zeína 
Estreptomicina 400–700 nm (1) - 







356 ± 89 nm - 60 horas 






1.96 ± 0.31 μm - 60 horas 







sulfonato de sódio 
Tinidazol 
100 ± 10 μm (1) 7 dias 





alginato de sódio 




600 ± 50 nm 350 ± 50 nm - 
(Romeo et al., 
2007) 
PCL Rifampicina 557 ± 399 nm 
10 % 402 ± 225 nm 
20 % 665 ± 402 nm 
8 horas 




PVP Iodo 2.49 a 6.42 μm 4.34 a 6.08 μm 24 horas 






 Around 700 nm 35 dias 
(Seyednejad et 
al., 2012) 
PVA Insulina 300 a 400 nm 500 a 700 nm 10 horas 





50 a 340 nm 30 a 160 nm 300 minutos 
(Kriegel et al., 
2009; Kriegel et 
al., 2010) 
Copolímero de ácido 
metacrilado 
Uranina 751.5 ± 67.2 nm 703.3  ±  71.2  nm 480 minutos 
(Hamori et al., 
2014) 
Copolímero de ácido 
metacrilado 
Nifedipina 751.5 ± 67.2 nm 
2477.8  ±  206.1  
nm 
480 minutos 






 - 648 a 702 nm 50 horas 
(Han e Steckl, 
2013) 
D,L-PLA/ Óxido de 
polietileno  (PEO) 
Plantaricina 423 - 200 a 450 nm 8 dias 
(Heunis et al., 
2011) 
D,L-PLA/ Óxido de 
polietileno  (PEO) 
Nisina 466 ± 104 nm  330 ± 79 nm 4 a 9 dias 





140 a 900 nm 210 a 2070 nm 24 horas 
(Kayaci et al., 
2013) 
PLGA Cefoxitina sódica 360 ± 220 nm 260 ± 90 nm 7 dias (Kim et al., 2004) 
PVA BSA  - 250 a 300 nm 2 a 30 horas 
(Zeng et al., 
2005) 
PEG/PCL BSA - 270 nm A 380 nm 5 meses 











130  ±  25  nm 
24 horas 
(Hassounah et al., 
2013) 
PCL 230  ±  87  nm 
PVA 106  ±  16  nm 
Poli(sulfobetaína 
metacrilada) 
Nitrato de prata 1110.4 ± 145.8 nm 
(1)
 24 horas 
(Lalani e Liu, 
2012) 
1 
Não diferenciado entre fibras controle e fibras contendo o fármaco. 
2 
VEGF: fator de crescimento endotelial vascular 
3 
KAB: keyacid blue 
4 
KAU: keyacid uranine 
5 






2 ESCOPO DA TESE 
 
Este trabalho está fundamentado no fato que os peptídeos antimicrobianos representam 
uma ferramenta a ser empregada no tratamento e controle de infecções hospitalares. Uma lista 
de trabalhos relata a importância dessas moléculas como uma nova possibilidade no combate 
dessas infecções. Entretanto, ainda há muitos entraves a serem superados até que essas 
moléculas possam estar disponíveis comercialmente. Dessa forma, este trabalho busca 
colaborar no estudo e aplicabilidade dessas moléculas como possíveis antimicrobianos a 
serem utilizados contra infecções nosocomiais. 
 A Introdução contém uma ampla revisão bibliográfica sobre infecções associadas 
aos serviços de saúde e o seu impacto sobre os serviços de saúde. Logo depois, uma revisão 
sobre peptídeos antimicrobianos é apresentada, juntamente com o estado da arte 
compreendendo os mecanismos de ação e as estratégias que têm sido desenvolvidas com o 
objetivo de tornar estas promissoras moléculas comercialmente disponíveis. A expressão 
heteróloga de peptídeos antimicrobianos é apresentada como uma possível ferramenta a ser 
empregada com o objetivo de produzi-las em quantidade suficiente para o aprofundamento 
dos estudos. A nanobiotecnologia, da mesma forma que a expressão heteróloga é discutida a 
partir da sua aplicação em possibilitar a melhoria das condições farmacocinéticas da molécula 
em estudo além de descrever uma série de fármacos e peptídeos antimicrobianos empregados 
em sistemas de liberação controlada de fármacos. 
O Capítulo 1 consiste na descrição das estratégias de clonagem, expressão e 
purificação utilizadas para a produção do peptídeo antimicrobiano Pg-AMP1, extraído 
inicialmente da semente da goiaba (Psidium guajava), cuja atividade contra bactérias 
patogênicas ao homem causadoras de infeção hospitalar foi descrita. O peptídeo foi expresso 
em Escherichia coli e transientemente em Nicotiana benthamiana. 
O Capítulo 2 mostra a produção de nanofibras por electrospinning contendo o 
peptídeo antimicrobiano Cm-p1 para a sua aplicação como sistema de liberação controlada de 
fármacos. As nanofibras foram caracterizadas e o perfil de liberação do peptídeo foi avaliado. 
Ensaios de biocompatibilidade das nanofibras contendo o peptídeo foram realizados com 
células humanas. Este peptídeo, já descrito anteriormente, apresenta atividade contra Candida 

































CAPÍTULO 1 – EXPRESSÃO DO PEPTÍDEO ANTIMICROBIANO PG-AMP1 EM 









Dentre os diversos peptídeos com atividade antimicrobiana conhecida estão as 
proteínas ricas em glicina (PRG). Essas proteínas são comumente encontradas no tecido 
vascular vegetal (Keller et al., 1988) no cotilédone, caule e pecíolo (Ye e Ng, 2000) e foram 
descritas, primeiramente, como proteínas de armazenamento e, atualmente, despontam como 
um novo grupo de moléculas de origem vegetal com atividade antimicrobiana. Estas 
moléculas podem ser armazenadas até que sejam requeridas como componente 
antimicrobiano de defesa das plantas. Quando não estão participando do sistema de defesa, as 
PRGs podem funcionar como fonte de aminoácidos essenciais (Mousavi e Hotta, 2005; 
Pelegrini et al., 2008). Além disso, há trabalhos que relatam atividade fungicida dessas 
moléculas contra fungos fitopatogênicos (Egorov et al., 2005). 
Fatores biológicos, físicos e químicos podem modular a expressão das PRG em 
plantas (Sachetto-Martins et al., 2000). Relatos sugerem que a expressão dessas proteínas 
pode estar relacionada ao stress induzido por mudanças ambientais como aumento da 
tolerância ao frio e desidratação, tratamentos hormonais e injúria (Kwak et al., 2005) e 
também podem agir como fatores de ligação ao RNA (Shinozuka et al., 2006).  
Pelegrini e colaboradores (2008) isolaram e purificaram uma PRG de sementes de 
goiaba (P. guajava) e a classificaram como pertencente ao terceiro grupo das PRG, segundo a 
classificação
1
 adotada para caracterizá-las, já que esta PRG (Pg-AMP1) apresentou um 
elevado conteúdo de resíduos de glicina, embora não apresentasse nenhum dos seus domínios 
conservados como as PGRs de Oryza sativa e Zea mays. Após o sequenciamento completo da 
proteína, que revelou um peptídeo com 55 resíduos de aminoácidos, este foi alinhado a outras 
sequências de PRG como mostrado na Figura 1. 
 
 
                                                 
1
 “As PGR podem ser caracterizadas pelo alto conteúdo de glicina na sua estrutura primária ... sendo 
classificadas dentro de três grupos principais, de acordo com o conteúdo de glicina e a presença de domínios 
conservados. ... o primeiro grupo contém proteínas que apresentam mais de 70% de sua seqüência com glicinas. 
Proteínas com domínios adjacentes aos domínios com quantidades menores de resíduos de glicina pertencem ao 
segundo grupo.  ... um terceiro grupo ... inclui proteínas com conteúdo elevado de glicinas, sem os domínios 
particularmente ricos em glicina.” (Ringli et al., 2001).  
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Figura 3. Alinhamento do Pg-AMP1 e sete outras proteínas ricas em glicina de plantas e colicina E3 de E. coli. 
Delimitadas em vermelho estão as regiões ricas em glicina. Em verde estão as sequências de reconhecimento de 
RNA. Adaptado de Pelegrini et al., 2008. 
 
Os ensaios de modelagem molecular revelaram um peptídeo composto de duas α-
hélices, uma na porção N-terminal e outra na porção C-terminal, com um loop entre elas. A 
molécula apresenta grande flexibilidade devida, principalmente, à grande parte dos resíduos 
de glicina localizados no loop entre as duas α-hélices. Os resíduos de arginina, presentes nas 
extremidades das α-hélices, conferem carga positiva a esta região, enquanto os resíduos 
hidrofóbicos observados ao longo da estrutura são importantes para a dimerização da 
molécula. Estudos complementares de expressão e modelagem do Pg-AMP1 também foram 
desenvolvidos (Tavares et al., 2012; Porto et al., 2014).  
Após determinar a estrutura do Pg-AMP1, foram realizados bioensaios contra 
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. Os bioensaios realizados contra bactérias Gram-
negativas revelaram efeitos deletérios contra Klebsiella sp. e Proteus sp., com 90% e 30% de 
inibição do crescimento bacteriano, respectivamente. Entretanto, bioensaios realizados contra 
bactérias Gram-positivas e fungos fitopatogênicos não mostraram nenhuma atividade 
inibitória. Esta foi a primeira vez que uma PRG apresentou atividade antimicrobiana contra 
bactérias Gram-negativas patogênicas ao homem. Entretanto, como citado anteriormente, 
estas moléculas são produzidas em pequenas quantidades pelas plantas. A produção de 
peptídeos antimicrobianos por técnicas biotecnológicas permite a sua produção em grande 







Na última década, a urgência na busca de novos e eficientes medicamentos para o 
combate das infecções hospitalares, emergiu em função do desenvolvimento de mecanismos 
de resistência em microrganismos patogênicos. Os peptídeos antimicrobianos surgem como 
uma potencial classe de substância a ser utilizada na prevenção e controle de infecções por 
apresentarem tanto atividade bactericida quanto imunoprotetora. Esses peptídeos podem ser 
encontrados em diversas fontes na natureza como fungos, plantas, animais vertebrados e 
invertebrados, sendo que diversos estudos já demonstraram serem raros os episódios de 
resistência aos antibióticos naturais. Entretanto, estas moléculas estão presentes em 
concentrações muito baixas inviabilizando a sua utilização a partir da purificação de fontes 
naturais ou síntese química. Dessa forma, a produção desses peptídeos por técnicas 
biotecnológicas permite que os mesmos sejam produzidos e empregados em estudos de 
estrutura-função e mecanismos de ação. O peptídeo Pg-AMP1, extraído da semente da goiaba, 
apresentou atividade contra bactérias Gram-negativas patogênicas ao homem causadoras de 






















A expressão do peptídeo antimicrobiano Pg-AMP1 em Escherichia coli e Nicotiana 
benthamiana, fusionado ou não a proteínas estabilizadoras pode permitir a produção de 
moléculas ativas em quantidade suficiente para que mesmas possam ser incorporadas em 






























4 OBJETIVO GERAL 
 
Expressar heterologamente e avaliar a atividade biológica do peptídeo Pg-AMP1 
formulado contra bactérias patogênicas visando à prevenção e controle de microrganismos 
causadores de infecção hospitalar. 
 
4.1 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 
 Expressar o peptídeo antimicrobiano Pg-AMP1 em E. coli e N.benthamiana; 
 Purificar o Pg-AMP1 por cromatografia de afinidade; 
 Avaliar a efetividade do peptídeo contra bactérias patogênicas humanas. 
 Produzir a proteína heterologa ativa contra bactérias e em quantidade suficiente para 
























5 MATERIAL E MÉTODOS 
 
5.1 EXPRESSÃO DO PG-AMP1 EM ESCHERICHIA COLI – VETOR PQE30 
 
5.1.1 Construção do gene sintético  
 
O gene que codifica o peptídeo Pg-AMP1 foi sintetizado de acordo com a sequência de 
aminoácidos do peptídeo isolado de sementes de goiaba (Psidium guajava) por Pelegrini e 
colaboradores (2008) pela empresa Epotech Biolabs (www.epochlifescience.com), no vetor 
pUC18. Uma cauda de histidina (His-6) foi adicionada à extremidade N-terminal do peptídeo 
visando facilitar a purificação por cromatografia de afinidade em coluna de níquel. Tambem 
foram adicionadas à sequência codificadora do peptídeo a sequência de restrição da enzima 
BamHI na extremidade 5’ e a sequência de restrição da enzima HindIII na extremidade 3’.para 
a realização de posterior subclonagem. Em uma primeira etapa, a sequência foi subclonada no 
plasmídeo pQE30 sob o controle do promotor híbrido T5/lac, formando um cassete de 
expresao pQE30-6His-Pg (Figura 4) de 198 pares de base, sendo 165 pares de bases 
correspondentes ao peptídeo formando o cassete de expressão.  
 
 
Figura 4. Cassete de expressão do Pg-AMP1 no vetor pQE30. A construção está inserida no vetor pQE30 sob 
controle do promotor híbrido T5/Lac. O Pg tem fusionado à sua extremidade N-terminal 6 histidinas. O peptídeo 
e o His-tag foram clonados nos sítios de restrição BamHI e HindIII. O pQE30 tem o gene da ampicilina como 
marca de seleção. 
 
5.1.2  Transformação genética e produção de DNA plasmidial  
 
O gene pQE30-6His-Pg foi transformado em células de E. coli, linhagem XL1-blue 
por eletroporação e posterior plaqueamento em meio Luria Bertuli (LB) contendo 100 μg.ml-
1
. ampicilina. As placas foram incubadas a 37 °C por 16 h. A clonagem foi confirmada por 
PCR de colônia usando oligos iniciador e terminador do pQE30. As colônias positivas para o 
inserto foram então inoculadas em meio LB líquido e ampicilina 100 μg.ml-1 à mesma 
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5.1.3  Expressão do peptídeo recombinante em E. coli linhagem M15. 
 
As primeiras tentativas de expressão do pQE30-6His-Pg foram realizadas utilizando 
esta construção em células de E.coli na linhagem M15, transformadas por eletroporação e 
plaqueamento em meio Luria Bertani (LB) e ampicilina 100 μg.ml-1. As placas foram 
incubadas a 37 °C por 16 h. A clonagem foi confirmada por PCR de colônia usando os 
mesmos oligos para confirmação do inserto. Duas colônias positivas para o inserto foram 
então inoculadas em 3 ml de meio LB líquido e ampicilina 100 μg.ml-1 e canamicina à mesma 
temperatura e tempo. As culturas crescidas foram então reinoculadas, diluídas 20 vezes, em 
meio LB e ampicilina 100 μg.ml-1, à 37 °C até atingir a densidade ótica (OD600) entre 0,6 e 
0,8. Após atingir a OD600, uma alíquota de 1,5 ml de cada cultura foi retirada (T0) e o restante 
induzido pela adição de IPTG (isopropil-β-D-galactopiranoside) à contração final de 1 mM. 
Durante o período de indução, o inóculo foi mantido a 37 °C e 180 rpm e alíquotas foram 
retiradas em tempos pré-determinados após duas e quatro horas de indução respectivamente. 
Depois das alíquotas retiradas, estas foram centrifugadas por 1 min a uma velocidade de 
12.000 g e armazenadas a -80 °C. O precipitado das bactérias armazenado a -80 °C foi 
recuperado em 150 μl de tampão de amostra 1 X (Tris-HCl 125 mM; SDS 4 %; β-
mercaptoetanol 10 %; glicerol 20 % e azul de bromofenol 0,04 %) e aquecido a 95 °C por 5 
min. Alíquotas de 20 μl das amostras foram aplicadas em gel de poliacrilamida (SDS PAGE 
15 %) (Laemmli, 1970) a 70 V e 15 mA. Após a corrida do gel deu-se prosseguimento à 
técnica de Western-Blot (Burnette, 1981; Harlow e Lane, 1988).  
 
5.1.4  Confirmação da expressão heteróloga 
 
A técnica de Western-blot (Burnette, 1981, Harlow e Lane, 1988) foi utilizada para a 
detecção do peptídeo recombinante. Inicialmente foi conduzido gel de poliacrilamida SDS-
PAGE 15 % (Laemmli, 1970) para detecção de proteínas Depois da corrida procedeu-se à 
transferência semi-seca do gel para uma membrana de PVPF (Immobilon P) sendo que as 
condições de transferência utilizadas foram de 15 V e 200 mA por 1 h, em tampão de 
transferência (Tris-base 48 mM; glicina 39 mM; SDS 1,3 mM e metanol 20 %). O bloqueio 
dos sítios inespecíficos da membrana foi feito 3 % de soro de albumina bovina (BSA) em 
PBS 1 X por 1 h sob agitação. Depois a membrana foi incubada com anticorpo monoclonal 
Anti-His (1:4000 em 1 % BSA em PBS 1 X, tween 0,1 %; Sigma) conjugado com fosfatase 
alcalina, por 1 h sob agitação. A membrana foi lavada sob leve agitação em PBS por 30 min. 
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A revelação foi feita em solução de NBT/BCIP (Roche) incubando-se a membrana em 10 ml 
de tampão de revelação (tris-HCl 0,1 M, pH 9,5, NaCl 0,1 M, MgCl2 0,05 M) que continha 
diluído 200 µl da solução estoque (Burnette, 1981; Harlow e Lane, 1988). 
 
 
5.2 EXPRESSÃO DO PG-AMP1 POR GATEWAY EM E. COLI  
 
5.2.1  Construção do gene sintético  
 
O gene que codifica o peptídeo Pg-AMP1 foi sintetizado pela empresa Epotech 
Biolabs (www.epochlifescience.com), de acordo com a sequência de aminoácidos do peptídeo 
isolado de semente de goiaba (P. guajava) por Pelegrini e colaboradores (2008).  Este gene 
sintético foi desenhado com sítios enzimáticos diferentes assim como iniciadores e 
terminadores em posições de modo a possibilitar a expressão do Pg-AMP1 em diferentes 
sistemas heterólogos conforme pode ser observado na Figura 5. A construção continha uma 
cauda de histidina (6-His) na região N-terminal para facilitar a identificação da proteína pela 
técnica de Westen-blot e a sua purificação por coluna de níquel. Dois peptídeos sinais: (1) o 
KDEL, que retém o peptídeo no retículo endoplasmático e o (2) KAPPA (K) que direciona o 
peptídeo para o retículo, também foram adicionados à construção do gene sintético (Figura 5) 






Figura 5. Casste de expressão contendo a sequência do pg-amp1 sintético que foi clonado no vetor PBSK sob 
controle do promotor T7. No gene estão presentes os sítios de recombinação att1 e att2, o peptídeo sinal KAPPA 
para direcionamento para o retículo endoplasmático, o tag contendo 6 histidinas (6H) na porção N-terminal do 
Pg-AMP1. O peptídeo sinal KDEL de retenção no retículo endoplasmático está clonado na porção C-terminal do 
Pg-AMP1 e o códon de terminação nos. Na construção também foram inseridos os sítios de restrição que 
possibilitaram as estratégias de sub-clonagens empregadas e o peptídeo sinal CHLORO de direcionamento da 
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5.2.2 Construção do vetor de clonagem 
 
O vetor PBSK-K-6His-Pg-KDEL foi recombinado com o vetor específico para 
clonagem pDONR207 através do  emprego da tecnologia Gateway® (Invitrogem), utilizando 
a enzima clonase II, sem a necessidade do uso de enzimas de restrição, mas que mantém o 
gene de interesse na orientação e janela de leitura correta. Foi gerado, assim, o vetor  
pDONR207-K-6His-Pg-KDEL (Figura 6). 
 
 
Figura 6. Cassete do vetor de recombinação pDONR207-K-6His-Pg-KDEL: vetor formado a partir da 
recombinação entre o PBSK-CHLORO-K-6His-Pg-KDEL com o vetor pDONR207. No gene estão presentes os 
peptídeos sinais KAPPA (entre dois sítios de restrição da enzima NcoI) e o KDEL (entre os sítios de restrição 
das enzimas XbaI e SpeI). A gentamicina é o gene de resistência do pDONR. A construção está sob controle do 
promotor rrnB. 
 
Visando preparar o vetor para a recombinação com o vetor específico para expressão 
em bactérias, foi necessário retirar os peptídeos sinais KDEL e KAPPA por meio de digestões 
com enzimas de restrição, uma vez que esses peptídeos sinais poderiam interferir na 
expressão em sistema procarioto. O vetor pDONR207-K-6His-Pg-KDEL foi então digerido 
para a retirada dos peptídeos sinais, formando o vetor pDONR207-6His-Pg (Figura 7). O 
KAPPA foi removido através de digestão com a enzima NcoI e o KDEL com as enzimas XbaI 
e SpeI. O processo de digestão seguiu as condições específicas da marca da enzima sendo o 
volume final de 30 μl em tampão específico na concentração final 1 X, deixando a reação por 
no mínimo 1 h a 37 °C. As digestões foram confirmadas por eletroforese em gel de agarose 1 
%. Para confirmar a saída dos peptídeos sinais, foram realizadas novas digestões com as 
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Figura 7. Cassete do vetor de recombinação pDONR207-6His-Pg: vetor formado a partir das digestões com as 
enzimas NcoI, XbaI e SpeI para a retirada dos peptídeos sinais. 
 
 
5.2.3 Transformação genética de células de E. coli XL1-blue e extração de DNA 
plasmidial 
 
 Inicialmente foi realizada a reação de recombinação do gene ao vetor de 
recombinação seguindo o protocolo de Gateway® da Invitrogen. A reação continha um 
volume final de 5μl, sendo 50-150 ng do vetor PBSK, 150 ng.µl-1 do vetor pDONR207, 0,5 μl 
(1 X) da enzima LR clonase II e TE, pH 8,0 (tris-HCl 10 mM, pH 8,0, EDTA 1 mM pH 8,0) 
em quantidade suficiente para 5 μl formando o vetor pDONR207-K-6His-Pg-KDEL (Figura 
6). A reação foi deixada em repouso a temperatura ambiente por 1 h e depois se procedeu à 
confirmação da reação de recombinação através de técnicas de biologia molecular que 
incluem a transformação genética por eletroporação (linhagem de E. coli XL1-blue), seguido 
por plaqueamento em meio LB (Meio Luria Bertani) com gentamicina 5 μg.ml-1. A 
transformação foi incubada 37 °C por 16 h e após esse período, colônias foram inoculadas 
aleatoriamente e crescidas em 3 ml de meio LB líquido com o mesmo antibiótico, pelo 
mesmo período e temperatura sob agitação a 180 rpm. Depois de crescido o inóculo, obteve-
se o DNA plasmidial por meio da técnica Mini-prereparação (Sambrook e Russell, 2001). 
Este por sua vez foi recuperado em água e quantificado por eletroforese em gel de agarose a 
1%.  O vetor pDONR207-6His-Pg (Figura 7) também foi transformado usando os mesmos 
procedimentos acima descritos. 
 
5.2.4 Expressão heteróloga em E. coli BL21 (DE3) plysS  
 
5.2.4.1  Construção do vetor de expressão e confirmação da expressão heteróloga 
 
Para a expressão da proteína realizou-se o processo de recombinação via Gateway® 
do vetor pDONR207-6His-Pg (Figura 7) juntamente com o vetor de expressão pDEST15-
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GST que contém a proteína glutationa-S-transferase (GST). Esta é uma proteína já fusionada 
ao vetor pDEST15 que confere uma maior estabilidade ao peptídeo e consequentemente pode 
produzir um aumento na eficiência da expressão. A reação de recombinação foi igual à 
descrita no item 5.1.4 formando o pDEST15-GST-6His-Pg (Figura 8). O vetor de expressão 
pDEST15-GST-6His-Pg foi transformado por eletroporação em E. coli BL21 (DE3) plysS e, 
posteriormente, foi adicionado ao cultivo, IPTG na concentração final de 1 mM para indução 
do promotor T7. A cultura transformada foi plaqueada em meio LB sólido contendo 
ampicilina a 100 μg.ml-1 e incubada a 37 °C por 16 h. O uso da tecnologia de Gateway 
dispensa a confirmação dos clones positivos devido a presença do gene ccdb flanqueado pelos 
sítios de recombinação que é tóxico para as linhagens XL1-Blue e BL 21 (DE3) pLys S. 
Dessa forma, os clones não recombinados não crescem devido não apresentarem a marca de 
seleção do gene de interesse. 
 
 
Figura 8. Cassete do vetor de expressão em bactéria pDEST15-GST-6His-Pg. O pDEST15 tem a GST fusionada 
à sua sequência. O vetor está sob controle do promotor T7 e tem a ampicilina como gene de resistência. O His-
tag e o Pg estão inseridos entre os sítios de recombinação. 
 
 Uma colônia isolada foi inoculada em LB líquido contendo os antibióticos de 
resistência, da célula BL21 (DE) plysS (cloranfenicol 34 μg.ml-1) e o do vetor pDEST15 
(ampicilina 100 μg.ml-1) e incubada a 37 °C por 16 h a 180 rpm. 400 μl da cultura crescida 
foram re-inoculados em 20 ml de meio LB líquido e ampicilina (100 μg.ml-1) até atingir a 
OD600 entre 0,6 e 0,8. Após atingir a OD, uma alíquota de 1,5 ml de cada cultura foi retirada 
(T0) e o restante induzido pela adição de IPTG à concentração final de 1 mM. Durante o 
período de indução, o inóculo foi mantido a 37 °C e 180 rpm e alíquotas foram retiradas em 
tempos pré-determinados após duas e quatro horas de indução, respectivamente. Depois das 
alíquotas retiradas, estas foram centrifugadas por 1 min a velocidade de 12.000 g e 
armazenadas a -80 °C. O precipitado das bactérias armazenado a -80 °C foi recuperado em 
150 μl de tampão de amostra 1 X (tris-HCl 125 mM; SDS 4 %; β-mercaptoetanol 10 %; 
glicerol 20 % e azul de bromofenol 0,04 %) e aquecido a 95 °C por 5 min. Alíquotas de 20 μl 
das amostras foram aplicadas em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE 15 %) utilizando uma 
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voltagem de 70 V e 15 mA. A malha do gel foi retirada e deu-se prosseguimento a condução 
do Western-Blot como previamente descrito no tópico 5.1.4. 
 
5.2.4.2  Determinação da solubilidade da proteína expressa 
 
Após confirmar a expressão do peptídeo recombinante, a cultura do clone positivo foi 
inoculada em 10 ml de meio LB líquido contendo ampicilina (100 μg.ml-1) e cloranfenicol (34 
μg.ml-1) e crescida por 16 h, a 37 °C e 180 rpm. Uma alíquota de 6 ml foi retirada e 
adicionada em um erlenmeyer contendo 300 ml de meio LB com ampicilina (100 μg.ml-1) até 
atingir a OD600 entre 0,6 e 0,8. Ao atingir a OD, retirou-se uma amostra de 50 ml (T0) e 
adicionou-se o indutor IPTG na concentração final de 1 mM ao restante da cultura. Durante o 
período de indução, o inóculo foi mantido a 37 °C e 180 rpm, e alíquotas de 50 ml foram 
retiradas de hora em hora até completar 4 h de indução. Assim que foram retiradas, as 
amostras foram centrifugadas por 1 min a 12.000 g e armazenadas a -80 °C. O precipitado das 
bactérias armazenado a -80 °C foi recuperado em 5 ml de tampão de lise (50 mM NaH2PO4, 
300 mM NaCl, pH 8,0) e submetido a ultra-som 6 vezes a 200 W por 10 s com intervalos de 
10 s. O lisado das células foi centrifugado a 10000 g por 30 min a 4 ºC. O sobrenadante, que 
continha a fração solúvel do peptídeo expresso, foi separado do precipitado formado no qual 
estava presente a fração insolúvel do peptídeo. A fração insolúvel foi novamente recuperada 
em 5,0 ml do mesmo tampão de lise. As frações solúveis e insolúveis do peptídeo 
recombinante foram quantificadas por Bradford (1976). Depois de quantificadas, 100 µg de 
proteína total foram precipitadas com acetona e o precipitado foi recuperado em 20 μl tampão 
de amostra 1 X (tris-HCl 125 mM; SDS 4 %; β-mercaptoetanol 10 %; glicerol 20 % e azul de 
bromofenol 0,04 %) e aquecido a 95 °C por 5 min. Alíquotas de 20 μl das amostras foram 
aplicadas em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE 15 %) (Laemmli, 1970). Após a corrida do 
gel foi conduzido o Western-Blot para detecção da expressão do peptídeo recombinante como 
descrito no tópico 5.1.4. 
 
5.2.4.3  Purificação da proteína recombinante  
 
Para a purificação do peptídeo recombinante 1 litro da cultura contendo o pDEST15-
GST-6His-Pg foi induzida por 2 h. Esse tempo foi escolhido por apresentar o melhor nível de 
expressão do peptídeo em sua forma solúvel. A cultura induzida foi então centrifugada a 
10000 g por 30 min a 4 ºC. Cada grama do precipitado foi congelado e descongelado no gelo 
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e recuperado em 3 ml de tampão de lise (50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, pH 8,0). 
Adicionou-se PMSF à concentração final de 1 mM, 1 mg.ml
-1
 de lisozima e 40 mg.ml
-1
 de 
ácido deoxicólico e incubou-se o extrato no gelo por 30 min. O extrato foi sonicado com 
pulsos de 10 s a 200 W e intervalos de descanso de 10 s no gelo. 5 µg.ml
-1
 de DNase e 10 
µg.ml
-1
 de RNase A foram adicionados e incubou-se no gelo por 15 min. O lisado foi 
centrifugado a 10000 g por 30 min a 4 ºC para a remoção dos restos celulares. O sobrenadante 
foi filtrado em membrana de 45 µm e dialisado por 24 h em câmara fria a 7 ºC. A purificação 
do peptídeo foi feita por cromatografia de afinidade em coluna de Glutationa-Separose 
GSTrap FF (GE) de 1 ml. A coluna foi equilibrada com 10 ml de tampão de ligação (140 mM 
NaCl, 2,7 mM KCl, 10 mM Na2HPO4, pH 7,3) e 10 ml da amostra dialisada foi aplicada na 
coluna. A coluna foi lavada com o mesmo tampão de ligação e a amostra foi eluída em 10 ml 
de tampão de eluição (50 mM tris-HCl, 10 mM de glutationa reduzida, pH 8,0). O peptídeo 
purificado foi quantificado por Bradford (1976) e 100 µg de proteína total das frações do 
filtrado e do eluído da coluna, da fração solúvel e do extrato total bacteriano após 2h de 
indução foram recuperados em 20µl de tampão 1x (tris-HCl 125 mM; SDS 4 %; β-
mercaptoetanol 10 %; glicerol 20 % e azul de bromofenol 0,04 %) e aplicados em gel de 
poliacrilamida 15 % de acordo com Laemmli (1970). 
 
5.2.4.4  Bioensaios contra bactérias 
 
Os ensaios bacterianos foram realizados em micro-placas usando culturas crescidas em 
meio LB. Água destilada e GST (Sigma) foram usadas como controle negativo e cloranfenicol 
como controle positivo. O crescimento bacteriano foi medido em intervalos regulares de hora 
em hora a 595 nm. A concentração inibitória mínima foi obtida de acordo com Park e 
colaboradores (1996). As bactérias foram crescidas em tryptic soy broth (TSB) a 37 ºC e a 
inibição do crescimento foi medida pela turbidez a 595 nm (Bulet et al., 1991). O peptídeo e a 
GST foram dissolvidos em água Milli-Q estéril e diluições seriadas foram feitas. As 
concentrações padrões usadas para o ensaio foram 16, 32, 64, 128, 256 e 512 mg.ml
-1
. A 
concentração inibitória mínima (MIC) foi avaliada pela medida da turbidez a 595 nm de 30 em 
30 min até completar 12 h, após todas as culturas terem alcançado a fase estacionária de 
crescimento. A menor concentração do peptídeo em que não ocorreu o crescimento da cultura 





5.3 EXPRESSÃO DO PG-AMP1 POR GATEWAY NICOTIANA BENTHAMIANA 
 
Um fluxograma é apresentado na Figura 9 sumarizando as estratégias de clonagens 
utilizadas para expressão do Pg-AMP1.  
 
  
Figura 9. Fluxograma esquemático das contruções utilizadas para clonagem e expressão do Pg-AMP1 em E. coli 
e N. benthamiana. 
 
5.3.1 Construção do vetor de expressão, utilizando o vetor viral PVX  
 
Para a expressão em Nicotiana benthamiana com o vetor viral PVX, os vetores 
pDNOR207-K-6His-Pg-KDEL (Figura 6) e pDNOR207-6His-Pg (Figura 7) foram 
recombinados ao vetor viral PVX, formando os vetores de expressão PVX-K-6His-Pg-KDEL 
(Figura 10a) e PVX-6His-Pg (Figura 10b). Depois de recombinados os vetores foram 
eletroporados em Agrobacterium tumefaciens linhagem EHA 105 e plaqueados em meio LB 
sólido contendo rifampicina (100 µg.ml
-1
) e canamicina (100 µg.ml
-1








Figura 10. Cassetes de expressão dos vetores virais de expressão em planta. (a) PVX-K-6His-Pg-KDEL: vetor 
formado a partir da recombinação do pDNOR207- K-6His-Pg-KDEL com o vetor viral PVX. A construção 
mantém os peptídeos sinais KAPPA e KDEL para direcionamento e retenção do peptídeo no retículo 
endoplasmático. O vetor está sob o controle do promotor 35S e tem a canamicina como gene de resistência. (b) 
PVX-6His-Pg: vetor sem os peptídeos sinais KAPPA e KDEL direcionando a expressão da proteína para o 
citoplasma. 
 
5.3.2 Construção do vetor de expressão, utilizando o vetor binário pCAMBIA 
 
O vetor pBSK-K-6His-Pg-KDEL (Figura 5) foi digerido com as enzimas XbaI e BglII 
para a retirada do fragmento CHLORO-6His-Pg (219 pb) que foi posteriormente clonado no 
vetor binário pCAMBIA já digerido, anteriormente, com SpeI e BglII formando o vetor 
pCAMBIA-CHLORO-6His-Pg (Figura 11a). Posteriormente o pCAMBIA-CHLORO-6His-
Pg foi digerido com a enzima de restrição NcoI onde o gene da green fluorescent protein 
(GFP) foi clonado. O gene GFP foi amplificado por PCR com os oligos iniciador e terminador 
contendo, ambos como extensão o sítio de restrição da enzima NcoI. Os fragmentos 
amplificados foram ligados ao pGEMT-easy (Promega) e eletroporados em E. coli XL1-Blue. 
Os clones positivos contendo a GFP foram digeridos com NcoI, purificados e clonados no 
vetor pCAMBIA-CHLORO-6His-Pg, já digerido, formando o pCAMBIA-CHLORO-GFP-
6His-Pg (Figura 11b). Os vetores formados foram transformados em Agrobacterium 
tumefaciens, linhagem EHA 105 e plaqueados em meio LB sólido contendo rifampicina (100 
µg.ml
-1
) e canamicina (100 µg.ml
-1
) e crescidos a 28 ºC por 48 h. As digestões foram 
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Figura 11. Cassetes de expressão do vetor binário pCambia. (a) pCAMBIA-CHLORO-6His-Pg: fragmento 
CHLORO-6His-Pg clonado nos sítios BglII e XbaI do vetor pCambia2300. A construção está sob o controle do 
promotor CaMV35S e tem como marca de seleção o gene NptII que codifica para a resistência da canamicina. O 
vetor contém um sítio de NcoI disponível para inserção da sGFP; (b) pCAMBIA-CHLORO-GFP-6His-Pg: 
construção originada a partir da clonagem da GFP previsamente amplificada por PCR no sítio de NcoI de (a). 
 
5.3.3 Construção do vetor de expressão, utilizando o vetor binário pk7GWF2 
 
O vetor pBSK-K-6His-Pg-KDEL (Figura 5), sem os peptídeos sinais, foi digerido com 
as enzimas de restrição SalI e SpeI e o fragmento liberado (6His-Pg) foi clonado no vetor 
pENTRY11, previamente digerido com as enzimas SalI e XbaI, formando o pENTRY11-
6His-Pg. O vetor pENTRY11-6His-Pg foi digerido com a enzima de restrição NcoI onde o 
gene da nucleoproteína (N) foi clonado. O gene da proteína N foi amplificado por PCR com 
os oligos iniciador e terminador contendo como extensão o sítio de restrição da enzima NcoI 
nas porções N-terminal e C-terminal. Os fragmentos amplificados foram ligados ao pGEMT-
easy (Promega) e o vetor foi eletroporadosem E. coli XL1-Blue. Os clones positivos contendo 
o gene N foram digeridos com NcoI, purificados e clonados no vetor pENTRY11-6His-Pg já 
digerido com as enzimas SalI e XbaI, formando o pENTRY11-N-6His-Pg. Para a expressão 
da proteína o processo de recombinação via Gateway® dos pENTRY11-6His-Pg e vetores 
pENTRY11-N-6His-Pg, com o vetor binário pK7GWF2 que contem a green fluorescent 
protein (GFP) foi realizado formando os vetores pK7GWF2-GFP-6His-Pg (Figura 12a) e 
pK7GWF2-GFP-N-6His-Pg (Figura 12b). O vetor binário foi transformado em 
Agrobacterium tumefaciens, linhagem EHA 105, por eletroporação, plaqueado em meio LB 
sólido contendo spectinomicina (50 µg.ml
-1
) e rifampicina (100 µg.ml
-1
) e crescido a 28 ºC 
por 48 h.  
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Figura 12. Cassetes de expressão do vetor binário pK7GWF2. (a) A construção contém a GFP na porção N-
terminal do His-tag. O His-tag e o Pg estão localizados entre os sítios de recombinação att. (b) O cassete 
mostra a proteína N clonada no sítio de NcoI localizado na porção C-terminal do sítio de recombinação da 
borda direita. (a) e (b) estão sob controle do promotor CaMV35S e têm a espectiomicina como marca de 
seleção. 
 
5.3.4 Expressão transiente em Nicotiana benthamiana 
 
Plantas de Nicotiana benthamiana com quatro semanas e estágio de quatro folhas 
foram agroinfiltradas em seu lado abaxial com suspensão bacteriana usando seringa de 5 mL 
sem agulha. As suspensões bacterianas das cinco culturas contendo cada um dos vetores 
pCAMBIA-CHLORO-GFP-6His-Pg, pK7GWF2-GFP-6His-Pg, pK7GWF2-GFP-N-6His-Pg, 
PVX-K-6His-Pg-KDEL e PVX-K-6His-Pg foram obtidas pela centrifugação de 3 mL da 
cultura de LB crescida por 16 h e ressuspensão das células em 5 mL de Meio Murashige-
Skoog (MS) (Murashige e Skoog, 1962) contendo 10 mM de cloreto de magnésio, pH 5,6 e 
150 μM de acetosiringona. As plantas foram mantidas em câmara de crescimento a 25 °C ± 2 
°C e fotoperíodo de 12 h. As amostras do pCAMBIA-CHLORO-GFP-6His-Pg, pK7GWF2-
GFP-6His-Pg e pK7GWF2-GFP-N-6His-Pg foram coletadas 4dias após a agroinfiltração 
enquanto as amostras PVX-K-6His-Pg-KDEL e PVX-K-6His-Pg foram coletadas 4 e 10 dias 
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5.3.4.1   Confirmação e análise da expressão heteróloga  
 
As folhas de Nicotiana benthamiana agroinfiltradas com os vetores foram pesadas e 
maceradas em tampão de lise gelado (tris-HCl 500 mM, NaCl 30 mM, β-mercaptoetanol 1 %, 
triton X-100 0,1 %) na proporção de 1 grama de folha para 2 ml de tampão. O extrato total foi 
centrifugado a 12.000 g por 20 min a 4 °C e o sobrenadante foi quantificado por Bradford 
(1976). Cem µg de proteína total foram precipitados com acetona gelada e o precipitado foi 
recuperado em 20 µl de tampão de amostra 1 X (tris-HCl 125 mM; SDS 4 %; β-
mercaptoetanol 10 %; glicerol 20 % e azul de bromofenol 0,04 %) e aquecido a 95 °C por 5 
min. As amostras foram aplicadas em gel de poliacrilamida (SDS PAGE 15 %) (Laemmli, 
1970). Após a corrida do gel deu-se prosseguimento à técnica de Western Blot para detecção 
da expressão do peptídeo recombinantre (Burnette, 1981; Harlow e Lane, 1988). 
A detecção das proteínas foi feita em gel de poliacrilamida SDS-PAGE 15 % como 
descrito anteriormente (Laemmli, 1970). O gel foi transferidopara uma membrana de PVPF 
(Immobilon P) sendo que as condições de transferência utilizadas foram de 15 V e 200 mA 
por 1 h, usando tampão de transferência (tris-base 48 mM; glicina 39 mM; SDS 1,3 mM e 
metanol 20 %). O bloqueio dos sítios inespecíficos da membrana foi feito em solução a 3 % 
de BSA por 1 h sob agitação. Após o bloqueio, a membrana foi incubada em solução de 1 % 
de BSA contendo os anticorpos específicos para cada construção. Para as construções PVX-
6His-Pg, PVX-K-6His-Pg-Kdel e pCAMBIA-CHLORO-6His-Pg as membranas foram 
incubadas com anticorpo monoclonal anti-His conjugado com fosfatase alcalina (1:4000; 
Sigma); para as construções pk7GWF2-GFP-6His-Pg e pCAMBIA-CHLORO-GFP-6His-Pg, 
as membranas foram incubadas em anticorpo policlonal anti-GFP conjugado com fosfatase 
alcalina (1:5000; Invitrogen). A construção pk7GWF2-GFP-N-6His-Pg foi incubada com o 
anticorpo policlonal primário anti-N (1:1000) e com o anticorpo policlonal secundário anti-
rabbit (1:5000; Invitrogen) conjugado com fosfatase alcalina. Esta mesma construção foi 
incubada em anticorpo policlonal anti-GFP conjugado com fosfatase alcalina (1:5000; 
Invitrogen). Todas as membranas foram colocadas sob agitação por 1 h. A revelação foi feita 
em solução de NBT/BCIP (ROCHE) incubando-se a membrana em 10 ml de tampão de 
revelação (tris-HCl 0,1 M, pH 9,5, NaCl 0,1 M, MgCl2 0,05 M) que continha diluído 200 µl 





5.3.4.2  Purificação do Pg-AMP1 recombinante de N. benthamiana – pK7GWF2-GFP-
N-6His-Pg. 
 
Folhas agroinfiltradas de N. benthamiana foram coletadas 4 dias após a inoculação e 
maceradas em gral e pistilo com tampão lise na razão de 1:2 de peso das folhas por ml de 
tampão (Tris-HCl 500 mM, NaCl 30 mM, β-mercaptoetanol 1 %, Triton X-100 0,1 %). O 
extrato foi centrifugado a 12.000 g por 10 min e o precipitado recuperado no mesmo tampão. 
1 % de Nonidet P-40 foi adicionado ao extrato, que foi mantido sob agitação por 1 h a 4 ºC, 
filtrado em membrana de nylon de 11 µm (Millipore) e armazenado em um tubo de 15ml. 20 
% de sucrose foram cuidadosamente adicionados ao tubo e este foi centrifugado a 12.000 g 
por 10 min. O precipitado e a fração de sucrose foram transferidos para um tubo de 
microcentrífuga e centrifugados a 12.000 g por 5 min. O precipitado foi recuperado em 
tampão fosfato e quantificado por Bradford (1976). Depois de quantificadas, 100 µg de 
proteína foram precipitadas com acetona e o precipitado recuperado em PBS 1 X. O extrato 
foi submetido a diversos tratamentos para aumentar a solubilidade da fusão visto que, após a 
centrifugação, a fusão está presente no precipitado e não no sobrenadante. O aumento da 
solubilidade irá propiciar um processo de purificação do peptídeo da fusão mais eficiente. 
Para tanto, o extrato insolúvel, contendo a fusão, foi submetido a diversos tratamentos com o 
objetivo de verificar qual estratégia levaria a um aumento da solubilidade. Para tanto, fez-se 
uma triagem utilizando reagentes e condições físicas já descritos na literatura para 
desnaturação de proteínas. Após a aplicação do tratamento que consistiu em submeter o 
extrato a (1) diferentes temperaturas por 5 min, (2) formaldeído PA, (3) DTT 1 M, (4) uréia 6 
M e (5) guanidina 1 M, as amostras foram centrifugadas e o sobrenadante e o precipitado 
foram separados Tampão de amostra foi adicionado à concentração final 1 X nas frações 
soúvel e insolúvel e aplicadas em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE 15 %). Após a corrida do 
gel deu-se prosseguimento à técnica de Western-blot para detecção da expressão do peptídeo 
recombinante (Burnette, 1981; Harlow e Lane, 1988). As frações solúveis e insolúveis foram 









6 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
6.1 CLONAGEM E EXPRESSÃO DO PG-AMP1 NO VETOR pQE30 
 
6.1.2 Transformação genética e extração de DNA plasmidial 
 
 A ligação do fragmento Pg-AMP1 ao vetor pQE30 foi confirmada por PCR usando os 
oligos iniciador e terminador do pQE30. A presença de uma banda de 465 pb, demostrando o 
tamanho do inserto, foi visualizada em gel de agarose 1 % (Figura 13). 
 






Figura 13. Gel de agarose 1% confirmando a clonagem do inserto no vetor pQE30. Linha1 – Marcador Kb 
ladder; Linha 2 – Controle positivo do vetor pQE com tamanho aproximado de 300 pb; Linhas 3 a 13 – 
colônias positivas para o inserto (465 pb) visualizadas pela diferença de tamanho em relação ao controle 
positivo. 
 
Após a confirmação da presença do inserto no vetor, procedeu-se à extração do DNA 
plasmidial por meio da técnica de mini preparação (Sambrook e Russell, 2001) e à 
transformação do pQE30-6H-Pg em E. coli, linhagem M15. Esta linhagem foi escolhida por 
ser própria para a expressão de proteínas recombinantes clonadas no vetor pQE30. 
 
6.1.3 Expressão e confirmação da expressão do peptídeo recombinante 
 
 Duas colônias crescidas das células de E.coli linhagem M15 transformadas foram 
inoculadas em meio LB contendo ampicilina contendo 100 μg.ml-1 por 16 h, a 37 °C e 180 
rpm. Depois de crescidas, uma alíquota de 400 μL de cada cultura foi reinocula em 20 mL de 
meio LB contendo o mesmo antibiótico. Acompanhou-se o crescimento bacteriano por meio 
da medida da densidade ótica (OD600) até que a mesma atingisse o valor entre 0,6 e 0,8 para 
que se desse início ao procedimento de indução. O acompanhamento do valor da OD é 
importante para que a indução seja realizada no início da fase log de crescimento da bactéria 
favorecendo o aumento da expressão da proteína recombinante. Após atingir o valor da 
OD600, retirou-se uma alíquota de 1,5 mL (amostra T0) e procedeu-se ao processo de indução 
65 
 
pela adição de IPTG ao restante do inóculo na concentração final de 1 mM. Após a adição do 
agente indutor, alíquotas de 1,5 mL do inóculo induzido foram retiradas de hora em hora até 
completar 4h de indução (T1, T2, T3 e T4). As amostras coletadas foram aplicadas em gel de 
poliacrilamida 15 %. 
 Para confirmar a expressão do Pg-AMP1, procedeu-se a transferência do gel para a 
membrana de PVDF e posterior bloqueio dos sítios inespecíficos da membrana e incubação 
com anticorpo monoclonal anti-His diluído 5000 vezes. Entretanto, somente o controle 
positivo expressando a proteína GFP em tamanho compatível ao número de resíduos de 
aminoácidos em sua estrutura, ou seja, 27 kDa. As demais amostras não mostraram bandas de 
marcação correspondendo à expressão do peptídeo recombinante (dados não mostrados). 
Apesar de estudos demonstrarem que a adaptação do códon usage não está 
correlacionada ao nível de expressão da proteína recombinante (Kudla et al., 2009), a 
sequência de nucleotídeos deduzida a partir de aminoácidos do peptídeo foi otimizada para 
códon preferencial de Escherichia coli com a retirada de qualquer códon cuja utilização 
preferencial pela bactéria seja menor do que 15%, exceto para posições que modifiquem a 
estrutura secundária evitando a formação de pregas e loops na sequência nucleotídica. Peng e 
colaboradores (2004) demonstraram que a otimização do códon usage da defensina 
recombinante hBD2 resultou em um aumento de nove vezes na expressão quando comparada à 
expressão da defensina selvagem. 
O vetor pQE30-6His-Pg foi eletroporado em outras linhagens de E. coli após os 
resultados negativos de sua expressão na linhagem M15. A linhagem BL21 Star possui uma 
mutação no alelo rne131 que atenua a atividade da endonuclease RNaseE que cataliza a 
clivagem de transcritos em E. coli possibilitando a geração de altos níveis de expressão (Lopez 
et al., 1999; Makino et al., 2011). A linhagem BL21 (DE3) pLys S tem sido usada para 
expressão de proteínas que estão sob o controle do promotor T7 e apresenta um sítio de ligação 
ao ribossomo. O plasmídeo pLysS carrega o gene condificante da T7 lisozima que diminui o 
background durante a expressão de genes sob controle do promotor T7. As condições para 
expressão do plasmídeo pQE30-6His-Pg nas linhagens BL21 Star e BL21 (DE3) pLysS foram 
as mesmas aplicadas à linhagem M15. Entretanto, conforme ocorreu na linhagem M15, não foi 
possível visualizar a expressão do peptídeo recombinante pelas linhagens de E. coli BL21 Star 
e BL21 (DE3) pLysS (dados não mostrados). A escolha de linhagens específicas compreende 
uma das estratégias para o aumento da expressão de proteínas em E. coli, seja pelo aumento da 
solubilidade, dimuição da degradação enzimática ou pelo dobramento adequado da proteína 
expressa (Makino et al., 2011). Outras estratégias como a diminuição da temperatura de 
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indução ou redução da concentração do indutor IPTG também estão documentadas para 
otimizar do nível de expressão, sendo que nestes casos, a proteína é expressa, mas em 
quantidade insatisfatória. O emprego de proteínas parceiras surge como alternativa na 
expressão de peptídeos com atividade antimicrobiana para diminuir a toxicidade à célula 
hospedeira ou evitar a degradação enzimática por proteases (Li, 2011b).  
Tavares e colaboradores (2012) expressaram este mesmo peptídeo (Pg-AMP1) em 
sistema procarioto utilizando a mesma linhagem de E. coli usada neste trabalho, a BL21 
(DE3) plysS. Entretanto, os autores conseguiram expressar o peptídeo contendo uma cauda de 
polihistidina fusionada à porção C-terminal do Pg-AMP1 e uma metionina na porção N-
terminal, sem a adição de nenhuma outra proteína estabilizadora.  Diferente do trabalho de 
Tavares e colaboradores, a cauda de polihistidina empregada neste trabalho está clonada na 
porção N-terminal e possivelmente pode ter interferido no processo de expressão utilizando o 
vetor pQE30. Outra diferença encontrada foi o vetor de clonagem, pois no trabalho de 
Tavares o peptídeo foi expresso utilizando o vetor pBSK, sob controle do promotor T7/lac 
polimerase, enquanto neste trabalho foi usado o vetor pQE30, sob controle do promotor T7. 
Os bioensaios realizados para avaliar a atividade do peptídeo recombinante de Tavares e 
colaboradores (2012) mostraram um espectro de atividade antimicrobiana diferente em 
relação ao peptídeo natural extraído da semente da goiaba (Pelegrini et al., 2008). Porto e 
colaboradores (2014) discutem as possíveis diferenças estruturais que podem ter influenciado 
na atividade do peptídeo como, por exemplo, o aumento da carga positiva da molécula. 
Entretanto, estes mesmo autores encontraram que a cauda de polihistidina adicionada à porção 
C-terminal do peptídeo não alterou a sua estrutura tridimensional (Porto et al., 2014). Após a 
purificação do Pg-AMP1 por cromatografia de afinidade em coluna de níquel, Tavares e 
colaboradores (2012) encontraram um peptídeo com massa molecular de 14,2 kDa, em sua 
forma dimérica. Entretanto, o gene sintético continha 168 pb, inclusos a cauda de polihisitida, 
metionina e sítios de restrição adicionados, perfazendo 6.983  kDa, enquanto o peptídeo 
natural isolado continha uma massa molecular de 6029.34 Da (Pelegrini et al., 2008; Tavares 
et al., 2012). 
Os resultados obtidos mostram que a proteína recombinante Pg-AMP1 não foi 
expressa quando utilizado o vetor pQE30 como sistema de clonagem e expressão. Desta 
maneira, atentou-se para a estratégia de fusionar a molécula de interesse a uma proteína 
estabilizadora. Entretanto, vale ressaltar, que esta estratégia foi desenhada antes da publicação 
de Tavares e colegas (2012). Rao e colaboradores (2004) citam como alternativa aos 
problemas apresentados na expressão de pequenos peptídeos em bactérias, o uso de “proteínas 
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parceiras” com propriedades aniônicas com o objetivo de evitar a toxicidade dessas 
substâncias às células hospedeiras. Dessa forma, as proteínas parceiras com características 
aniônicas neutralizam a carga positiva dos peptídeos, permitindo a expressão eficiente da 
proteína de interesse. Visando evitar o efeito tóxico de peptídeos antimicrobianos à bactéria 
hospedeira e encontrar uma eficiente estratégia de purificação, os autores definiram algumas 
características que a molécula/proteína parceira deve possuir: (1) tamanho de 3 a 4 vezes 
maior que a proteína de interesse para permitir uma melhor separação do gene; (2) o ponto 
isoelétrico deve diferir em pelo menos duas unidades do ponto do peptídeo em estudo; (3) 
característica hidrofílica; (4) deve possuir um único sítio químico ou protease para a remoção 
da molécula e (5) não deve ser nociva à bactéria. 
 Um exemplo que mostra o uso de tags para expressar peptídeos, é o caso da expressão 
do peptídeo antimicrobiano LL-37. A fusão do peptídeo à proteína parceira foi realizada para 
evitar a toxicidade do mesmo à célula hospedeira e alcançar o rendimento necessário para o 
desenvolvimento dos estudos de RMN (Li et al., 2006; Li et al., 2007a). Este peptídeo é uma 
catelicidina humana produzida por diversas células do sistema imunológico, sendo secretado 
na injúria tecidual, suor e superfícies das vias aéreas. Também há a possibilidade dessa 
molécula prover um ambiente estéril para a fertilização devido à sua abundância no plasma 
seminal. O LL-37 foi clonado e expresso em E. coli fusionado à tierodoxina (Trx) para 
estudos de elucidação da estrutura terciária por ressonância magnética nuclear (RMN). (Li et 
al., 2006; Li et al., 2007a). Este mesmo grupo usou a Trx como proteína parceira para 
expressar proteinases humanas derivadas do LL-37. SK-29, KR-20, LL-29, and LL-23 foram 
clonados, expressos e purificados para compreensão da relação estrutura-função com o LL-37, 
visto que essas moléculas apresentaram atividade contra Staphylococcus aureus, indicando 
um importante papel regulador na defesa humana (Li et al., 2007b). 
 A produção da heparinase (HepA) recombinate em E coli apresenta baixo rendimento 
de pureza e insolubilidade. Esta molécula é uma heparina de baixo peso molecular e vem se 
mostrando como uma promissora molécula para uso clínico quando comparada à heparina por 
apresentar um menor risco de hemorragia e trombocitopenia. Heparinas de baixo peso 
molecular também apresentam alta biodisponibilidade devido ao seu longo tempo de meia-
vida e reduzida ligação às proteínas plasmáticas. Huang e colaboradores (2012) fusionaram 
HepA ao translation initiation factor 2 domain I (IF2), à GST, à proteína de ligação a maltose 
(MBP), à small ubiquitin modifying protein (SUMO) e à N-utilization substance A (NusA) 
visando melhorar a solubilidade da HepA recombinante in E coli. Todas as fusões 
apresentaram aumento na solubilidade de HepA quando comparadas à construção contendo 
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somente His-tag no N-terminal (6His-HepA). Outro exemplo de peptídeo expresso fusionado 
é a alunasina que pode ser encontrado em plantas como soja, trigo e cevada. Estudos sobre 
esta molécula reportaram sua atividade com atividade quimio-preventiva e em modelos de 
câncer de pele em camundongos através da supressão da carcinogênese. Este peptídeo foi 
clonado e expresso fusionado à proteína de domínio de ligação à celulose (CBD) com o 
objetivo de reduzir a sua toxicidade à célula hospedeira. A expressão em E. coli BL 21 (DE3) 
Star alcançou um rendimento de 3.35g.l
-1
 da proteína fusionada (Kyle et al., 2012). 
 
 





6.2.1   Construção do vetor de expressão 
 
O gene sintético construído foi inserido em um vetor comercial resultando no vetor 
nominado PBSK-6His-Pg-KDEL que possui propriedades que possibilitam a expressão em 
diferentes sistemas devido à presença dos sítios de recombinação attL1 e attL2 (Hartley et al., 
2000; Bernaudat et al., 2011). Estas propriedades do bacteriófago lambda permitem clonagens 
por recombinação sítio-específica (Hartley et al., 2000; Kumar et al., 2012). Posteriormente, 
por meio da técnica de recombinação por Gateway® obteve-se o vetor pDNOR207-K-6His-
Pg-KDEL.  
Este mesmo vetor foi utilizado para expressão em sistema heterológo procarioto, 
entretanto para tal, foi necessário a retirada dos peptídeos sinais Kappa e KDEL (Figura 9) 
para que futuramente estes não viessem interferir na expressão por este sistema, alem de não 
tserem necessários na expressão em sistema procarioto. . Devido ao pequeno tamanho dos 
peptídeos sinais não é possível notar a diferença de tamanho quando se visualiza a digestão 
em gel de agarose 1 %. A confirmação da retirada dos peptídeos foi feita pela repetição da 
reação de digestão com as mesmas enzimas utilizadas para a retirada dos fragmentos, 
comparando o vetor digerido ao não digerido (dados não mostrados). Após confirmar o clone 
sem os peptídeos sinais, este foi recombinado ao vetor pDEST15-GST resultando no vetor de 






6.2.2  Expressão e confirmação da expressão heteróloga em Escherichia coli 
 
A partir da reação de recombinação que resultou no pDEST15-GST-6His-Pg 
transformou-se o vetor de expressão em E. coli BL21 (DE3) pLysS. Esta linhagem foi 
escolhida por ser própria para expressar proteínas que podem ser tóxicas à célula hospedeira a 
partir da alta expressão da lisozima. Esta reduz a expressão basal de genes pela inibição da T7 
RNA polimerase (Makino et al., 2011). Depois de transformadas, as células foram incubadas 
a 37 °C, por 16 h e 180 rpm. Os clones originados por recombinação dispensam a 
confirmação do inserto devido à mudança na marca de seleção. Os clones não recombinados 
também apresentam o gene ccdB que é tóxico para a célula hospedeira. A expressão do Pg-
AMP1 foi confirmada pela indução de 20 ml da cultura. Confirmou-se a presença em estudo 
piloto de indução tomando alíquotas de 1,5 ml do inóculo antes da indução (T0) e após duas 
(T2) e quatro horas de indução (T4). Alíquotas de 20 μL foram aplicadas em gel de 
poliacrilamida 15 % e depois se procedeu à confirmação da expressão por Western-blot 
(Figura 14). As condições de corrida, transferência, bloqueio e incubação com anticorpo 
foram as mesmas aplicadas para a construção pQE30-6His-Pg. 
A partir da revelação do Westen-blot (Figura 14), observou-se a expressão do peptídeo 
Pg-AMP1 por intermédio do vetor pDEST15 na linhagem BL21 (DE3) pLysS. O controle 
negativo, célula de E. coli, linhagem BL21 (DE3) pLysS não transformada, como esperado, 
não revelou a banda de 33 Kda referente a proteína heteróloga expressa. O controle positivo 
foi necessário para permitir a comparação entre o tamanho da GFP (27 kDa) e a fusão da GST 
(27 kDa) com o Pg-AMP1 (6 kDa) fusionado perfazendo 33 kDa. A diferença de tamanho 
entre o controle positivo e o peptídeo fusionado foi visualizada na membrana de PVDF por 
meio da técnica de Western-blot, que mostrou tamanho compatível ao esperado após a fusão 
do peptídeo com a GST. A amostra não induzida não apresentou expressão basal visível, 














27,8 kDa  
18,8 kDa  
Figura 14. Membrana de PVDF expressão de proteína recombinante com o vetor pDEST15-GST-Pg em E. 
coli BL21 (DE3) pLysS com anticorpo anti-His. Linha M - Marcador SDS-PAGE Low Range (BIO-RAD); 
Linha 2 - Controle negativo BL21 (DE3) pLysS não transformada. Linha 3 - Controle positivo GFP; Linha 
4 – amostra T0 não induzida. Linha 5 - amostra T2 após duas hora de indução. Linha 6 - amostra T4 após 
quatro horas de indução. 
 
O ensaio de solubilidade do peptídeo permitiu verificar se a proteína foi expressa em 
sua forma solúvel ou na forma de corpos de inclusão. Após a indução do vetor em tempos 
determinados, o peptídeo recombinante foi expresso em ambas as formas, sendo que os 
tempos de indução de 2 h, 3 h e 4 h não apresentaram diferença considerável na quantidade de 
proteína expressa (dados não mostrados). Assim, optou-se pelo tempo de duas horas para 
expressão e posterior purificação do peptídeo recombinante.  
O processo de produção de proteínas recombinantes permite, através da consolidação 
da engenharia genética, viabilizar a síntese de produtos complexos que não são facilmente 
obtidos por processos convencionais. Entretanto, como dito anteriormente, a expressão de 
peptídeos antimicrobianos em E.coli apresenta algumas dificuldades como a sua toxicidade à 
célula hospedeira e ao seu pequeno tamanho e natureza catiônica tornando-os altamente 
susceptíveis à degradação proteolítica (Li, 2011a). A fusão desses peptídeos a proteínas 
estabilizadoras está bem fundamentada na literatura. Estas moléculas protegem os peptídeos 
durante o processo de biossíntese por desempenharem um papel similar a precursores inativos 
(Li, 2009). 
A expressão do peptídeo Pg-AMP1 só foi possível após a sua fusão à proteína 
estabilizadora. A GST tem sido considerada uma das proteínas mais comumente usadas para 
expressão de peptídeos antimicrobianos. Ela permite a expressão de peptídeos em sua forma 
solúvel e pode ser purificada facilmente por cromatografia de afinidade (Li, 2009). Também 
os peptídeos antimicrobianos puroindolina A e puroindolina B, isolados da semente do trigo, 
foram expressos fusionados à GST visando o aumento da solubilidade da proteína expressa 
(Capparelli et al., 2007).  
A primeira defensina caracterizada e isolada da uva (Vitis vinifera) foi o peptídeo 
antimicrobiano Vv-AMP1. Este peptídeo é expresso naturalmente após os primeiros sinais de 
amadurecimento do fruto. O Vv-AMP1 foi fusionado à GST e super-expresso em E. coli 
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linhagem Rosetta gami pLysS alcançando 5 mg.l
-1
. Depois de clivado e purificado por 
cromatografia de troca iônica, a atividade do peptídeo recombinante foi avaliada contra 
fungos patogênicos a plantas, sendo que em todos os fungos houve diminuição no acúmulo de 
biomassa dos isolados testados (de Beer e Vivier, 2008). Igualmente, o peptídeo 
antimicrobiano palustrin-2CE, isolado da espécie de sapo Ranachensinensis, foi fusionado e 
expresso em E. coli linhagem BL21 (DE3) pLysS. Entretanto, a atividade antimicrobiana do 
peptídeo recombinante foi inferior à atividade do peptídeo sintético (Su et al., 2012). 
 
6.2.3 Isolamento do peptídeo recombinante  
 
O isolamento do peptídeo do extrato total da cultura bacteriana crescida por 2 h em 
meio LB, foi realizada por cromatografia de afinidade na coluna GSTrapp da GE. Após a 
extração do peptídeo recombinante obtido a partir da indução de 1L da cultura em meio LB 
por IPTG (1 mM), o peptídeo foi dialisado por 24 h e filtrado em membrana de 45 µm. 
Primeiramente, a coluna GSTrapp de 1 ml foi equilibrada com 10 ml tampão de ligação e 
depois o extrato contendo o peptídeo foi aplicado na coluna. A coluna foi novamente lavada 
com 10 ml de tampão de ligação e o peptídeo foi eluído em 15 ml de tampão de eluição. 
Amostras da cultura induzida por 2 h, da fração solúvel, do extrato aplicado na coluna e do 
tampão de eluição foram quantificadas por Bradford (1976) sendo que 100 µg de proteína 
total de cada fraçâo foram precicipitas em acetona e depois recuperadas em tampão de 
amostra 1 X para confirmação da purificação em SDS-PAGE 15 %. O peptídeo fusionado foi 
purificado conforme mostrado na Figura 15 já que o mesmo foi visualizado somente na fração 
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Figura 15. SDS-PAGE 15 % corado em coomassie mostrando o processo de purificação do Pg-
AMP1.utilizando coluna de afinidade  Linha 1: marcador Low Range (Biorad); Linha 2: Extrato total da 
cultura induzida por 2 h; Linha 3: Lisado do peptídeo recombinante aplicado na coluna; Linha 4: Fração do 
peptídeo purificado no tampão de eluição; Linha 5: Fração solúvel do peptídeo recombinante. 
 
Outro detalhe que merece atenção na Figura 15 está na linha 4, na qual duas bandas 
aparecem destacadas, uma de aproximadamente 33 kDa e outra de 27 kDa. A banda de 33 
kDa corresponde ao tamanho do Pg-AMP1 fusionado à GST, enquanto a banda de 27 kDa 
corresponde somente à GST. Moon e colaboradores (2006) encontraram resultados 
semelhantes após a indução do peptídeo antimicrobiano LL-37 fusionado à GST em E. coli 
BL21 (DE3). Os autores atribuíram à presença da banda correspondente ao tamanho da GST a 
uma possível clivagem intracelular da proteína de fusão ou à interrupção da tradução. Uma 
possível desnaturação ou quebra da proteína de fusão também podem ter ocorrido devido à 
excessiva sonicação durante o preparo do lisado celular. 
 
6.2.4  Bioensaios contra bactérias patogênicas 
 
A atividade do peptídeo recombinante fusionado à GST foi testada contra as bactérias 
patogênicas Proteus mirabilis (ATCC 3065), Klebsiella pneumoniae (ATCC 13883), 
Escherichia coli (ATCC 8739) e Staphylococcus aureus (ATCC 25923). Na realização do 
bioensaio, a GST foi diluída nas mesmas concentrações do peptídeo para avaliar se a proteína 
iria interferir na atividade do mesmo. Os resultados mostraram atividade tanto da proteína de 
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fusão (GST livre) quanto do peptídeo fusionado (Tabela 5). Entretanto, ambos apresentaram 
baixa porcentagem de inibição no crescimento das bactérias testadas (dados não mostrados). 
Dessa forma, sugere-se que a falta de atividade do peptídeo fusionado possa ser devido à 
interferência da GST na atividade antimicrobiana do peptídeo, por exemplo, ocultando os 
sítios ativos da molécula. Assim, a baixa atividade encontrada do peptídeo recombinante 
fusionado à GST e a atividade da própria GST, inviabilizam o uso do peptídeo recombinante 
fusionado para a produção de nanopartículas como sistema de liberação controlada. 
 
Tabela 5. Atividade do Pg-AMP1 recombinante e da GST isolada. 
Microrganismo 
Atividade GST 









E. coli ATCC 8739 21 % 512 15 % 512 
K. pneumoniae ATCC 13883 6.8 % 512 3.5 % 512 
S. aureus ATCC 25923 6 % 512 17 % 512 
P. mirabilis ATCC 3065 ND ND ND ND 
ND: não detectado. 
 
 
6.3 EXPRESSÃO HETERÓLOGA EM NICOTIANA BENTHAMIANA UTILIZANDO O 
SISTEMA DE GATEWAY® 
 
6.3.1 Expressão e confirmação da expressão em N. benthamiana 
 
O vetor de clonagem pDONR207-K-6His-Pg-KDEL originado a partir da 
recombinação entre o vetor PBSK-CHLORO-K-6His-Pg-KDEL e o pDNOR207, foi então 
preparado para a obtenção de diferentes vetores de expressão, conforme demonstrado na 
Figura 9: (1) o próprio pDONR207-K-6His-Pg-KDEL sem passar por nenhuma digestão foi 
recombinado ao vetor viral PVX formando o PVX-K-6His-Pg-KDEL (Figura 10a) para 
expressão do peptídeo no retículo endoplasmático; e (2) o pDONR207-K-6His-Pg-KDEL foi 
digerido com as enzimas de restrição NcoI (Figura 9) para a retirada do peptídeo sinal 
KAPPA de direcionamento da proteína para o retículo endoplasmático, e depois digerido com 
as enzimas de restrição XbaI e SpeI para a retirada do peptídeo sinal KDEL de retenção do 
peptídeo no retículo endoplasmático. Depois de confirmadas as retiradas dos peptídeos sinais, 
o vetor pDONR207-6His-Pg foi recombinado ao PVX formando o PVX-6His-Pg (Figura 
10b) para a expressão do Pg-AMP1 no citoplasma da célula. 
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Os vetores de expressão pCAMBIA-CHLORO-6His-Pg (Figura 11a) e pCAMBIA-
CHLORO-GFP-6His-Pg (Figura 11b) originaram da subclonagem do fragmento CHLORO-
6His-Pg. O fragmento CHLORO-6His-Pg foi purificado a partir da digestão do vetor PBSK-
CHLORO-6His-Pg, sem os peptídeos sinais KAPPA e KDEL, com as enzimas BglII e Xba. O 
fragmento foi ligado ao vetor pCAMBIA previamente digerido com as enzimas BglII e SpeI. 
Depois de formado o vetor pCAMBIA-CHLORO-6His-Pg foi digerido com a enzima de 
restrição NcoI para a clonagem do gene na GFP, anteriormente amplificado por PCR.  
O sistema de expressão transgênica em cloroplasto tem sido comumente usado para 
proteínas que não necessitam de complexas modificações pós-traducionais como é o caso do 
Pg-AMP1. Devido ao grande número de cloroplastos em uma única célula, várias cópias do 
transgene são inseridas, além de não ocorrer silenciamento gênico e de múltiplos genes 
poderem ser expressos simultaneamente. Este sistema também possibilita o acúmulo da 
proteína recombinante limitado pela baixa toxicidade da mesma à planta hospedeira (Daniell 
et al., 2005; Desai et al., 2010; Viana et al., 2012). A proteína do capsídeo do vírus HIV foi 
expressa nos cloroplastos das folhas de N. benthamiana e alcançou um 4,5 % do total de 
proteína solúvel (TSP) quando comparada à proteína expressa no citoplasma (0,3 %) 
(Maclean et al., 2007). Em outro trabalho, a proteína lítica do fago Streptococcus agalactiae, 
lisina PlyGBS, foi super expressa em cloroplastos de N. tabacum chegando a 70 % de TSP 
(Oey et al., 2009). 
O vetor pENTRY11-6His-Pg foi gerado a partir do vetor PBSK-K-6His-Pg-KDEL. A 
proteína N, anteriormente amplificada por PCR tendo o sítio de restrição da enzima NcoI 
adicionado às porções N-terminal e C-terminal, foi clonada no sítio da enzima de restrição 
NcoI formando o vetor pENTRY11-6His-Pg, e a clonagem foi confirmada por PCR usando 




















Figura 16. Gel de agarose 1 % com amplificação do gene da proteína N por PCR usando os oligos iniciador e 
terminador da proteína N. Linha 1: marcador de peso molecular kb ladder. Linha 2: controle positivo: proteína N 
contendo o sítio de NcoI nas porções N-terminal e C-terminal. Linhas 3-13: reação de amplificação contendo os 
clones positivos e negativos. Linha 14: controle negativo: reação de PCR sem DNA. 
 
A orientação do inserto foi confirmada por digestão com as enzimas PstI e EcoRI 
sendo que a inserção da proteína N na orientação correta gerou um fragmento de 774 pb 
(Figura 17). 
 







Figura 17. Gel de agarose 1 %. Confirmação da clonagem da proteína N de 750 pb no pENTRY11-6His-Pg. 
Digestão para confirmação da orientação da clonagem. Os clones na orientação correta têm tamanho de 774 pb, 
enquanto na orientação incorreta o tamanho é de 707 pb. Linha 1: marcador de peso molecular kb ladder. Linhas 
2-8: digestões realizadas com as enzimas PstI e EcoRI. 
 
Os vetores de expressão em planta pK7GWF2-GFP-6His-Pg (Figura 12a) e 
pK7GWF2-GFP-N-6His-Pg (Figura 12b) originaram da recombinação entre o vetor 
pENTRY-11-6His-Pg e pENTRY-11-N-6His-Pg, respectivamente. O vetor pk7GWF2 tem 
fusionada à sua sequência o gene da gfp. A estratégia de expressão do Pg no vetor pk7GWF2 
foi desenvolvida a partir (1) da recombinação direta do vetor pENTRY11-6His-Pg com o 
vetor pk7GWF2 formando o vetor  pk7GWF2-GFP-6His-Pg, e (2) da clonagem do gene da 
nucleoproteína, amplificada por PCR, no sítio da enzima de restrição NcoI. Depois de 
formado o vetor pENTRY11-N-6His-Pg, este foi recombinado ao vetor pk7GWF2, formando 
o vetor pk7GWF2-GFP-N-6His-Pg (Figura 9).   
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Os vetores foram transformados por eletroporação em Agrobacterium tumefaciens 
linhagem EHA 105 e plaqueadas em meio LB sólido contendo os antibióticos de seleção 
conforme o sistema de expressão por 48 h a 28 °C. As construções dos vetores PVX e 
pCAMBIA têm como marca de seleção a  canamicina (100 µg.ml
-1
) e a linhagem EHA 105 de 
A. tumefaciens tem a rifampicina (100 µg.ml
-1
). O vetor pK7GWF2 tem como marca de 
seleção a spectnomicina (5 µg.ml
-1
). Uma colônia foi inoculada em meio LB líquido contendo 
os mesmos antibióticos e incubada por 16 h a 28 °C sob agitação. O inóculo crescido foi 
centrifugado e o precipitado recuperado em suspensão para infiltração. A densidade ótica da 
suspensão bacteriana foi ajustada com a solução de infiltração até o valor de 0,5. Para melhor 
eficiência do processo de expressão, o inibidor de silienciamente gênico Hcpro foi adicionado 
às distintas suspensões bacterianas na proporção 2:1. O Hcpro consiste em um inibidor de 
silenciamento gênico e auxilia na expressão da proteína de interesse em folhas de plantas 
(Conley et al., 2011b; Joseph et al., 2012). Conley e colaboradores (2009) reforçam a função 
destas moleculas quando co-expressaram a fusão GFP-ELP com p19, um inibidor de 
silenciamento gênico, com a mesma funcao do Hcpro. Os autores alcançaram níveis de 
expressão duas vezes maiores em folhas de N. benthamiana em relação ao controle sem a 
presença do p19. 
As folhas agroinfiltradas foram coletadas após 4 e 10 dias de expressão das 
construções do vetor viral PVX. Por se tratar de um vetor viral, a planta continua expressando 
a proteína por um período aproximado de até 12 dias. A expressão transiente sistêmica ocorre 
a partir da infecção da planta com vetores virais quando as novas folhas da planta, que não 
foram infiltradas, apresentam sintomas de contaminação viral. As folhas agroinfiltradas foram 
coletadas 4 dias após a inoculação, e as folhas expressando o peptídeo sistemicamente 
coletadas após 10 dias. A expressão transiente em N. benthamiana foi escolhida devido ao 
crescimento rápido e à facilidade para agroinfiltração, apesar da pequena biomassa disponível 
quando comparada a outras espécies de tabaco (Marillonnet et al., 2005; Conley et al., 
2011a). 
Igualmente ao sistema procariota de expresão, o peptídeo Pg-AMP1 somente foi 
expresso em planta após a sua fusão a uma proteína estabilizadora.  Não foi observado 
expressão heterologa em N. bentaniana quando as construções contendo somente o peptídeo e 
a cauda de histidina fusionada à sua porção N-terminal foram introduzidas em planta, sendo 
possível visualizar somente o controle positivo de GFP (dados não mostrados).  
A introdução dos vetores PVX-6His-Pg e PVX-K-6His-Pg-KDEL em N. benthamiana 
não levaram à expressão do peptídeo após 4 e 10 dias da inoculação. Da mesma forma, o 
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vetor pCAMBIA-CHLORO-6His-Pg não expressou o peptídeo mesmo esta apresentando 
direcionamento da expressão para o cloroplasto. A ausência de uma proteína estabilizadora 
fusionada ao peptídeo Pg-AMP1 pode ter tido consequências na expressão heteróloga deste 
peptídeo. Alguns fatores podem justificar este resultado, como por exemplo: a instabilidade 
do próprio peptídeo ou a molécula pode ter sofrido degradação proteolítica. A ligação do 
peptídeo a uma proteína de fusão pode levar ao acúmulo de proteínas recombinantes em 
plantas além de colaborar no processo de purificação. (Conley et al., 2009; Conley et al., 
2011b). Um exemplo, que pode ser citado, foi o estudo realizado por Torrent e colaboradores 
(2009) que alcançaram níveis de expressão 100 e 13 vezes maior após fusionar a γ-zein ao 
fator de crescimento epidermal (EGF) e ao hormônio do crescimento humano (hGH) em 
tabaco. Em estudo semelhante, o antígeno F1-V foi expresso fusionado à γ-zein em folhas de 
N. benthamiana e obteve um acúmulo cinco vezes maior quando comparado ao F1-V não 
fusionado (Alvarez et al., 2010).  
A estratégia de fusionar o peptídeo a outras proteínas foi realizada após os resultados 
negativos obtidos com a construção no vetor pQE30 em sistema procariota e em relatos da 
literatura (Viana et al., 2013). Os resultados confirmam a necessidade da proteína fusionada, 
pois quando o peptídeo foi fusionado a uma proteína estabilizadora, no caso da presença da 
GST (utilizada no sistema de expressão procariota) e GFP (em Nicotiana benthamiana), o 
mesmo foi expresso conforme pode ser visto na Figura 18.  
Na Figura 18a, pode-se observar a expressão da proteína Pg-AMP1 fusionada a GFP 
(Figura 18a, linha 3) no vetor Pk7GWF2-GFP-6His-Pg, apresentando um tamanho de  
aproximadamente 33 kDa.  Da mesma forma, após fusionar a GFP à construção pCAMBIA-
CHLORO-6His-Pg, o Pg-AMP1 foi expresso fusionado conforme revelou o Western-blot 





















27,8 kDa 20 kDa 
Figura 18. Membrana de PVDF incubada com anticorpo policlonal anti-GFP (1:5000) e anti-His (1:4000).  Linha 
1: marcador Low Range (BIO-RAD); (a) extrato total de folhas de N. benthamiana infiltradas com A. 
tumefaciens com a construcao  pK7GWF2-GFP-6His-Pg após 4 dias de inoculação: Linha 1: marcador Low 
Range (BIO-RAD); Linha 2: Controle positivo GFP; Linha 3: pK7GWF2-GFP-6His-Pg; Linha 4: controle 
negativo – planta não transformada. (b) extrato total de folhas de N. benthamiana infiltradas com A. tumefaciens 
expressando pCAMBIA-CHLORO-GFP-Pg.. Linha1- Marcador Color Burst (Sigma); Linha 2 - Controle 
negativo planta não transformada. Linha 3 – pCAMBIA-CHLORO-GFP. Linha 4 – pCAMBIA-CHLORO-GFP-
Pg. 
 
Com a revelação da expressão da proteína recombinante, os próximos passos seriam a 
purificação da mesma utilizando uma coluna de níquel com afinidade pela cauda de 
polihistidina presente. Entretanto, o Western-blot dessas mesmas construções não revelou a 
fusão quando a membrana foi incubada em anticorpo monoclonal anti-His (dados não 
mostrados).  Acredita-se que o sítio de His-tag não estaria disponível para que a proteína se 
ligasse à coluna e fosse purificada. Desta maneira, foi traçada uma nova estratégia para 
purificação da proteína recombinante ligada à outra proteína de fusão.  
Dessa forma, a proteína N foi fusionada à construção Pk7GWF2-GFP-6His-Pg 
formando outra construção denominada Pk7GWF2-GFP-N-6His-Pg (Figura 9). A proteína N 
é uma das proteinas do nucleocapsídeo do Tomato spotted wilt vírus (TSWV). Este 
nucleocapsideo é composto pela nucleoproteína e RNA virais, formando partículas 
conhecidas como ribonucleoproteínas (RNPs). A homopolimerização da proteína N leva à 
formação de nucleocapsídeos que são extremamente estáveis em células vegetais, além de 
serem facilmente purificados por ultracentrifugação (Avila et al., 1990; Lacorte et al., 2007). 
Esta construção foi transformada em A. tumefaciens EHA 105 e a suspensão bacteriana foi 
infiltrada em folhas de N. benthamiana. Após 4 dias, as folhas foram coletadas e fez-se a pré-
purificação da proteína recombinante fusionada. A Figura 19 mostra o resultado da expressão 
do peptídeo fusionado às proteínas N e GFP, perfazendo uma banda equivalente a 60 kDa, a 
partir do extrato insolúvel das folhas agroinfiltradas. Devido às características da proteína N, 
esta forma agregados insolúveis no interior da folha e a sua purificação é feita por gradiente 
de sucrose e centrifugação. Folhas de N. benthamiana não transformadas foram usadas como 
controle negativo (linhas 1 e 6), não podendo ser visualizado qualquer sinal de expressão. Nas 
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linhas 7, 8 e 9 (Figura 19), observam-se bandas com tamanho correspondente à GFP (27 kDa) 
enquanto nas linhas 2, 3 e 4 verificou-se o aparecimento de bandas inespecíficas com tamanho 
aproximado de 40 kDa. O aparecimento de bandas inespecíficas pode ter ocorrido devido a 
utilizacao de um anticorpo policlonal. Esse tipo de anticorpo, pelo próprio processo de sua 
fabricação, pode levar ao aparecimento de bandas inespecíficaspois pode ser produzido 
utilizando vários epitopos de uma mesma proteína. Também, existe a possibilidade de 
contaminação de outros epitopos durante o processo de produção do anticorpo. 
 
 











Figura 19. Membrana de PVDF incubada com anticorpo policlonal anti-GFP (1:5000) e anticorpo 
policlonal anti-N. Extrato insolúvel de folhas de N. benthamiana infiltradas com A. tumefaciens 
expressando pK7GWF2-GFP-N-Pg. Linha 1: Controle negativo, planta não transformada; Linha 2: 
pK7GWF2-GFP-N-Pg-1; Linha 3: pK7GWF2-GFP-N-Pg-2; Linha 4: pK7GWF2-GFP-N-Pg-3; Linha 5: 
Marcador Color Burst (Sigma); Linha 6: Controle negativo, planta não transformada; Linha 7: 
pK7GWF2-GFP-N-Pg-1; Linha 8: pK7GWF2-GFP-N-Pg-2; Linha 9: pK7GWF2-GFP-N-Pg-3; Controle 
positivo GFP. As amostras das linhas de 1 a 4 foram incubadas com anticorpo primário Anti-N e 
anticorpo secundário conjugado com fosfatase alcalina anti-rabbit, enquanto as amostras das linhas 
linhas de 6 a 10 foram incubadas com anticorpo conjugado com fosfatase alcalina anti-GFP. 
 
Para verificar o aumento da solubilidade da fusão GFP:N:Pg, o peptídeo foi 
recuperado em tampão fosfato a partir do extrato insolúvel e submetido a diferentes 
tratamentos para verificar qual das estratégias alcançaria maior solubilidade, visto que a fusão 
GFP:N:Pg está presente no precipitado. A próxima etapa consistiu em submeter 100 µg de 
proteína total, do extrato foliar, às temperaturas de 50 ºC, 75 ºC e 100 ºC por cinco minutos, 
ao formaldeído a 10 %, 25 % e 50 %. Após submeter o extrato insolúvel a diferentes 
tratamentos, o extrato foi centrifugado e separou-se a fração solúvel da insolúvel. A Figura 20 
mostra a membrana de PVDF do Western-blot contendo as frações solúveis e insolúveis após 
o tratamento com a temperatura (Figura 20a) e o tratamento com diferentes concentrações de 
formadeído (Figura 20b). Assim, pode-se observar que em ambos os tratamentos não houve 















Figura 20. Membrana de PVDF incubada com anticorpo policlonal anti-GFP (1:5000).  Extrato insolúvel de 
folhas de N. benthamiana infiltradas com A. tumefaciens expressando pK7GWF2-GFP-N-Pg sob diferentes 
tratamentos. (a) As amostras foram submetidas a diferentes temperaturas, por 5 min, e depois separadas nas 
frações solúvel e insolúvel; Linha 1: pK7GWF2-GFP-N-Pg 50 ºC - insolúvel; Linha 2: pK7GWF2-GFP-N-Pg 
50 ºC - solúvel; Linha 3: pK7GWF2-GFP-N-Pg 75 ºC - insolúvel; Linha 4: pK7GWF2-GFP-N-Pg 75 ºC - 
solúvel; Linha 5: pK7GWF2-GFP-N-Pg 100 ºC - insolúvel; Linha 6: pK7GWF2-GFP-N-Pg 100 ºC - solúvel; 
Linha 7: Controle negativo – planta não transformada; Linha 8: Marcador Color Burst (Sigma); Linha 9: 
Controle positivo GFP. (b) As amostras foram submetidas a diferentes concentrações de formaldeído e depois 
separadas nas frações solúvel e insolúvel; Linha 1: pK7GWF2-GFP-N-Pg 10 % - insolúvel; Linha 2: 
pK7GWF2-GFP-N-Pg 10 % - solúvel; Linha 3: pK7GWF2-GFP-N-Pg 25 % - insolúvel; Linha 4: pK7GWF2-
GFP-N-Pg 25 % - solúvel; Linha 5: pK7GWF2-GFP-N-Pg 50 % - insolúvel; Linha 6: pK7GWF2-GFP-N-Pg 
50 % - solúvel; Linha 7: Marcador Color Burst (Sigma); Linha 8: Controle positivo GFP. 
 
A partir dos resultados encontrados, o uso do Pg-AMP1 recombinante fusionado 
torna-se inviável para a produção de nanopartículas. Os agregados insolúveis formados pela 
proteína N podem interferir na atividade do peptídeo, como ocorrido com a GST. A proteína 
N está bem caracterizada em estudos de virologia do TSWV. Entretanto, a sua aplicação 
como proteína de fusão ainda é pouco explorada. Lacorte e colaboradores (2007) avaliaram o 
potencial da proteína N como proteína de fusão. Os autores fusionaram a proteína N às 
porções N-terminal ou C-terminal da GFP e expressaram a construção em folhas de N. 
benthamiana. O nível de expressão foi avaliado por microscopia de fluorescência e Western-
blot. Os resultados mostraram que a fusão N:GFP levou a um maior nível de expressão com a 
formação de agregados no citoplasma da célula em relação a GFP:N. Além disso, as 
propriedades da proteína N permitiram a aplicação de um rápido e simples método de 











Os dados descritos nesse trabalho reforçam a ideia que os peptídeos antimicrobianos 
compreendem uma nova fronteira no combate às infecções hospitalares como novos agentes 
antimicrobianos. Para tanto, vários obstáculos ainda precisam ser superados para que essas 
moléculas cheguem à fase clínica de avaliação e estejam disponíveis comercialmente. Este 
trabalho se propôs a estudar e avaliar estratégias de expressão heteróloga para produção 
dessas moléculas em quantidades suficientes para a condução de estudos complementares e 
desenvolvimento de sistemas de liberação controlada de fármacos. A partir dos resultados 
encontrados, pode-se concluir que: 
 
 O peptideo Pg-AMP1 somente foi expresso em sistema procarioto e eucarioto 
(Nicotiana benthamiana) após a sua ligação às proteínas estabilizadoras GST, GFP e 
N em ambos os sistemas testados;  
 O uso de proteínas de fusão consiste em uma estratégia viável para a expressão 
heteróloga de peptídeos antimicrobianos em Escherichia coli e Nicotiana 
benthamiana como mostrado usando o Pg-AMP1; 
 A GST pode ter interferido na atividade do Pg-AMP1, visto que este não apresentou 
atividade. A GST também mostrou uma baixa atividade contra as bactérias testadas; 
 A clivagem das proteínas fusionadas deve ser realizada para que não haja interferência 
na atividade da molécula expressa. 
 A expressão heteróloga de peptídeos e proteínas é um processo que depende de fatores 
como a estutura primária da proteína a ser expressa, dos vetores utilizados, das 
proteínas de fusão a serem utilizadas de expressão.  
  Não foi possível produzir grandes quantidades de Pg-AMP1 recombinante ativo 




































CAPÍTULO 2 – PRODUÇÃO DE NANOFIBRAS POR ELECTROSPINNING 











O quadro de epidemiologia fúngica sistêmica está mudando temporal e 
geograficamente. Além disso, o número de linhagens multi-resistentes está emergindo, de 
acordo com estudos de longa duração que utilizam diversas drogas para combater a infecção 
sistêmica causada por fungos (Mean et al., 2008). Sabendo que os antifúngicos disponíveis 
não são efetivos para muitos dos quadros de infecções sistêmicas, indústrias farmacêuticas e 
empresas de biotecnologia vêm sido estimuladas na busca por novos compostos.  
Com o aumento da incidência de doenças como a AIDS/HIV, avanços nas técnicas de 
transplantes de órgãos, tem-se observado uma elevação no número de pessoas com o sistema 
imunológico comprometido, o que favorece o aparecimento de novos casos de fungemias. 
Dentre elas, destacam-se as candidíases, responsáveis por 50% dos casos de doenças fúngicas 
sistêmicas, podendo chegar a 100% dos casos registrados em países em desenvolvimento 
(Husain et al., 2003).  
As células fúngicas possuem parede celular e que atua como uma barreira de 
proteção contra o ambiente externo. Tanto fungos leveduriformes como os filamentosos, 
compartilham semelhanças estruturais em sua parede celular (Bowman e Free, 2006). A 
complexidade de estruturas formadas por proteínas glicosiladas assim como a diversidade 
lipídica desse componente estrutural, contribuem para a permeabilidade dessa estrutura na 
célula fúngica contribuindo em sua porosidade e, consequentemente no sucesso de 
tratamentos que exploram essas características (Zlotnik et al., 1984; Brajtburg et al., 1990; 
Lupetti et al., 2002). 
Dentre os mecanismos de ação propostos para os peptídeos com atividade antifúngica, 
está a transferência de proteínas lipídicas, a ação da catelcidinas, ceproninas e -defensinas, a 
internalização mediada por receptores (defensinas oriundas de plantas), a indução da cascata 
de sinalização para a produção de espécies reativas de oxigênio e indução da morte celular 
(Batalia et al., 1996; De Lucca et al., 2000; Mahdavi et al., 2012).  
Em meio aos peptídeos com atividade antifúngica estão os derivados de plantas, como 
as proteínas semelhantes às thaumatinas, as defensinas e as histatinas, os derivados de 
mamíferos como a lactoferrina bovina e as defensinas de mamíferos. Há também os derivados 
de insetos, como as temporinas, brevininas e cecropinas. Todos com atividade contra 
leveduras ou contra as formas filamentosas de fungos (Edgerton et al., 1998; Mandard et al., 
1998; Yang et al., 2001; Veerman et al., 2004). Neste contexto, os PAMs surgem como uma 
nova geração de compostos terapêuticos, os quais demonstram um potencial inovador 
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relacionado às características peculiares destas moléculas e ao alto potencial antifúngico e 
imunomodulatório que muitos destes apresentam (Mulder et al., 2013). 
A partir da prospecção e isolamento de peptídeos de fontes naturais, o peptídeo 
antimicrobiano Cm-p1 foi isolado e purificado do molusco marinho Cenchritis muricatus 
(Lopez-Abarrategui et al., 2012a). Neste estudo, a fração semi-purificada do Cm-p1 mostrou 
atividade contra Staphylococcus aureus e Escherichia coli. Em estudos complementares, Cm-
p1 foi quimicamente sintetizado, funcionalmente caracterizado e sua atividade antimicrobiana 
foi novamente reavaliada (Lopez-Abarrategui et al., 2012b). A fração sequenciada da 
molécula foi digerida com tripsina e exibiu um peptídeo de 10 aminoácidos e massa 
molecular de 1224 Da. Análises estruturais revelaram que o Cm-p1 é uma molécula 
hidrofílica com um pequeno núcleo hidrofóbico flanqueado por aminoácidos básicos nos 
extremos, não sendo considerada uma molécula anfipática (Lopez-Abarrategui et al., 2012b). 
Na Figura 21 está ilustrada a estrutura tridimensional do Cm-p1. 
 
 
Figura 21. Estrutura tridimensional do Cm-p1. Em azul estão as regiões catiônicas e, em vermelho, as regiões 
aniônicas. Os resíduos destacados podem estar relacionados ao mecanismo de ação do Cm-p1. 
 
Entretanto, diferentemente do peptídeo isolado, o peptídeo sintético apresentou 
atividade contra fungos filamentosos e leveduras além de não mostrar efeitos tóxicos contra 
células humanas (Lopez-Abarrategui et al., 2012b). Na Tabela 6 estão enumerados os 
microrganismos patogênicos ao homem os quais o Cm-p1 sintético apresentou atividade com 







Tabela 6. Atividade antifúngica do Cm-p1 sintético. 
Microrganismos Concetração inibitória mínima (µM) 
Candida albicans 01U 13 
Candida albicans 38U 7 
Candida parapsilosis 105 
Cryptococcus neoformans L26 209 
Cryptococcus neoformans L30 209 
Trichophyton rubrum 3 
Fonte: adaptado de López-Abarrategui et al 2012b. 
 
Os resultados encontrados em relação à atividade do Cm-p1 contra fungos patogênicos 
ao homem abrem caminho para o aprofundamento dos estudos de mecanismo de ação e sua 


























Atualmente, 95% das moléculas com potencial terapêutico apresentam propriedades 
cinéticas e biofarmacêuticas pobres apresentando dificuldades relacionadas à baixa 
solubilidade, difusividade, meia-vida no sistema circulatório, controle de liberação e 
imunogenicidade. Os fármacos em geral, produzem efeitos por reagirem com outras 
moléculas e, desta forma, podem causar efeitos nos mais diversos níveis da organização 
biológica. Neste sentido, ensaios biológicos são necessários para avaliar e comparar a 
atividade de futuros fármacos. Estes ensaios se definem pela estimativa da concentração, da 
potência e da resposta biológica produzida pelo fármaco de interesse. Desta forma, a produção 
de nanoestruturas carreadoras de fármacos tem se mostrado uma ferramenta útil, uma vez que 
possuem capacidade de transportar moléculas bioativas, de forma específica, a órgãos e 
tecidos alvo. Possibilitando, assim, maior especificidade, baixa toxicidade, alta absorção e 
potencial terapêutico. O peptídeo Cm-p1, extraído do molusco Centrichis muricatus, em sua 
forma sintética apresentou atividade contra Candida albicans, um dos principais fungos 
causadores de infecções hospitalares, surgindo como uma alternativa viável à prevenção e 
combate dessas infecções. A incorporação desses peptídeos antimicrobianos em sistemas de 
liberação controlada de fármacos, possibilitando o aumento da solubilidade dessas moléculas, 
e a melhora na sua estabilidade se apresenta como uma ferramenta no desenvolvimento e 


















A incorporação do peptídeo sintético Cm-p1 em nanofibras produzidas por 
electrospinning pode produzir um sistema de liberação controlada com atividade antifúngica 































4 OBJETIVO GERAL 
 
Desenvolver nanofibras por electrospinning contendo o peptídeo antimicrobiano Cm-
p1 com atividade contra Candida albicans. 
 
4.1 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 
 Desenvolver nanofibras a partir do álcool polivinílico (PVA) contendo o peptídeo 
antimicrobiano Cm-p1; 
 Analisar as características morfológicas relacionadas ao diâmetro das fibras por 
microscopia eletrônica de varredura e a espessura por microscopia de força atômica; 
 Avaliar o perfil de liberação do Cm-p1 das nanofibras; 
 Avaliar a atividade antifúngica das nanofibras contendo o Cm-p1 contra Candida 
albicans; 
 Realizar estudos de toxicidade das nanofibras em células humanas e avaliar a sua 





















5 MATERIAL E MÉTODOS 
 
5.1 SÍNTESE QUÍMICA E ANÁLISE DO PEPTÍDEO CM-P1 
 
 O peptídeo foi comprado da empresa Peptide 2.0 (EUA) onde foi sintetizado com 95 
% de pureza. A massa molecular do Cm-p1 foi confirmada por espectrometria de massa 
(Autoflex, Bruker Daltonics, Billerica, MA). O peptídeo puro foi dissolvido em um volume 
mínimo de água destilada e misturado com o ácido α-ciano-4-hidroxicinamico saturado na 
solução matriz (1:3, v:v), fixado na placa de MALDI ToF e seco a temperatura ambiente por 
10 min. A solução de α-ciano-4-hidroxicinamico foi preparada a 50 mM em H2O:ACN:TFA 
(50:50:0.3, v:v:v). A massa monoisotopica foi obtida no modo refletor com calibração 
externa, usando Peptide Calibration Standard II (até 4,000 Da Bruker Daltonics, Billerica, 
MA). As concentrações do peptídeo sintético foram determinadas usando a medida da 
absorbância nos comprimentos de onda de 205, 215 e 225, (Murphy e Kies, 1960). 
 
 
5.2 PRODUÇÃO DAS NANOFIBRAS POR ELECTROSPINNING 
 
 Diferentes concentrações do Cm-p1 (2.5 %, 5 % e 10 %, p/v) foram solubilizadas em 
0.5 mL de água destilada e mantidas sob agitação até a completa solubilização. 
Posteriormente, 50 mg de PVA foram adicionados vagarosamente à solução e mantidos sob 
agitação a 70 °C até a completa solubilização para produzir uma solução 10 % p/v. O 
processo de electrospinning foi montado na configuração horizontal. Uma seringa plástica de 
1 mL acoplada a uma agulha em aço inox (BD, calibre 12) foi carregada com a solução Cm-
p1-PVA e as nanofibras foram produzidas usando uma voltagem de 15 kV e um fluxo de 0.2 
ml.h
-1
 (NE-2000, New Era, Pump Systems Inc.). A distância de trabalho entre a ponta da 




5.3 MICROSCOPIA ELETRÔNICA DE VARREDURA (MEV) 
 
Para análise morfológica das nanofibras por microscopia eletrônica de varredura, um 
microscópio Zeiss DSM 962 (Carl Zeiss, Germany) foi usado. Amostras das nanofibras foram 
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fixadas da superfície dos suportes usando uma fita condutora de carbono dupla-face. Os 
suportes foram cobertos com uma fina camada de ouro (20 nm) usando o Sputter Coat 
Emitech K550. As imagens geradas foram analisadas e capturadas e o diâmetro e distribuição 
do diâmetro das fibras foram determinados usando aumento de 10,000x pelo software Image J 
Tool para Windows, versão 3.0. Análises estatísticas foram feitas usando Microsoft Excel, e 
análise de variância one-way (ANOVA) (Chen et al., 2012a).  
 
 
5.4 MICROSCOPIA DE FORÇA ATÔMICA (MFA) 
 
Imagens de MFA foram obtidas no JPK Instruments Nanowizard II (Berlin, Germany) 
montados no microscópio invertido Carl Zeiss Axiovert 200 (Jena, Germany). As imagens 
foram feitas no modo contado intermitente usando cantilevers de silicone ACL do AppNano 
(Huntingdon, UK) com uma ponteira de raio de 6 nm, frequência de ressonância de 
aproximadamente 190 kHz e deformação constante de 58 N/m. Todas as imagens foram 
obtidas com os mesmos parâmetros (ajustes de voltagem, taxa de escaneamento e ganho). A 
taxa de escaneamento escolhida foi entre 0.3 e 0.6 Hz e o ajuste de voltagem próximo de 0.3 
V. As imagens coletadas foram analisadas com o software de processamento do JPK image 
versão 4.2.53 (JPK Instruments) (Liu et al., 2013). 
 
 
5.5 PERFIL DE LIBERAÇÃO DO CM-P1 DAS NANOFIBRAS 
 
As características de liberação do Cm-p1 das nanofibras Cm-p1-PVA foram 
determinadas pelo método de eluição in vitro (Chen et al 2012a). Amostras com uma área de 
2 cm × 2 cm foram cortadas de cada concentracao das microfibras e foram colocadas em 
frascos de vidro de 5 mL (uma amostra por frasco) com 1 mL de solução tampão fosfato (0.15 
mol.L
-1
, pH 7.4) em cada. Os frascos de vidro foram incubados a 37 °C por 24 h, quando o 
eluente foi coletado e analisado. Nova solução tampão fosfato (1 mL) foi adicionado 
novamente a cada frasco por outro período de 24 h e o procedimento foi repetido por 15 dias. 
A concentração do peptídeo no eluente foi determinada usando uma curva padrão em 
cromatografia líquida de alta eficiência em fase reversa (RP-HPLC) (Chen et al., 2012a). 
Simultaneamente outro experimento de perfil de liberacao foi realizado, onde amostras 
com a mesma área foram cortadas das nanofibras das três concentrações e as nanofibras foram 
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acondicionadas em frascos de vidro (5 mL) contendo 1 mL de solução tampão fosfato (0.15 
mol.L
-1
, pH 7.4). Os frascos foram incubados a 37 °C por 0.5, 1, 1.5, 2, 4, 8, 12 e 24 h. O 
eluente foi coletado e analisado usando a curva padrão produzida por RP-HPLC. Para cada 
tempo foram realizadas 3 réplicas . Para a quantificação do peptídeo, uma curva padrão com 
quantidades conhecidas do Cm-p1 foi realizada (0.2, 0.4, 0.6, 0.8 and 1.0 mg). As amostras 
foram pesadas em balança analítica (AND GH-202, EUA). O desvio padrão para amostra foi 
de 5 % para cada corrida em coluna analítica C18 em gradiente linear de acetonitrila de 5 a 95 
% e 0. 01 % de TFA. A equação linear de regressão obtida foi de y = 1297x + 201 com valor 
de R
2
 igual a 0.996 e foi utilizada para a quantificação de todas as amostras. Todos os 
experimentos foram conduzidos em triplicata. 
 
 
5.6 AVALIAÇÃO ANTIFÚNGICA 
 
 Bioensaio contra C. albicans foi realizado pela medida da inibição do crescimento 
pelo método de difusão radial (RDA) (Eriksen et al 2013). Placas de Sabouraud dextrose 
foram feitas dissolvendo 10 g.L
-1
 peptona, 20 g.L
-1
 dextrose, e 4 % agar em água destilada e a 
solução foi autoclavada. As soluções teste foram preparadas a partir de amostras de 2 cm × 2 
cm das nanofibras colocadas em tubos de vidro contendo 1 mL de água destilada autoclavada 
e foram então incubadas por 24 h a 37 °C e 200 rpm. As amostras foram então liofilizadas e 
solubilizadas em 20 μL água destilada autoclavada. Furos circulares foram feitos no Ágar 
Sabouraud dextrose com ponteiras de pipeta 20-200 μL. Dentro dos furos, 20 μL das amostras 
teste foram adicionados. 10 mL do ágar Sabouraud dextrose foram então misturados com 5 
mL de suspensão fúngica crescida por 16 h. A mistura foi então vertida na placa de Petri e a 
placa foi incubada a 37 °C. Anfotericina B (30 µg.ml
-1
) foi usada como controle positivo. As 
placas foram inspecionadas no dia seguinte e a zona de inibição do crescimento da C. 
albicans foi medido pelo Image J Tool para Windows versão 3.0. Análises estatísticas foram 
feitas usando Microsoft Excel, e análise de variância one-way (ANOVA). 
 
 
5.7 CULTURA CELULAR 
 
 Macrófagos RAW 264.7 de camundongos foram obtidos da ATCC (TIB-71), sendo 
crescidos em meio DMEM suplementado com 10 % de soro bovino fetal e 1 % de 
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penicilina/estreptomicina a 37 °C em 5 % CO2. Células HUVEC (Lonza) foram crescidas em 
meio basal endoterial (2 (EGM-2 BulletKit, Lonza) suplementado com fatores de crescimento 




5.8     ANÁLISE DE TOXICIDADE DAS NANOFIBRAS COM CÉLULAS HUMANAS 
 
Macrófagos RAW 264.7 humanos (2 x 10
3
 células por poço) foram adicionados e 
crescidos por 24 h e tratados com diferentes concentrações do Cm-p1 em placa de 96 poços. 
Como controle positivo, as células RAW 264.7 foram tratados com LPS (100 ng.mL
-1
). A 
secreção das citocinas IL6 e TNF-α por células RAW foi quantificada por ELISA (SA 
Biosciences). Cada experimento foi realizado em triplicata (Marrache e Dhar, 2013). 
 
 
5.9 AVALIAÇÃO DA VIABILIDADE/PROLIFERAÇÃO CELULAR 
 
 De forma similar, a viabilidade/proliferação de células HUVEC na presença de 
diferentes concentrações do Cm-p1 (2,5 %, 5 %, 10 %) nas nanofibras foi medida usando o 
teste MTS (composto tetrazolium) (Promega). 2 x 10
4
 HUVECs foram crescidas por 24 h na 
presença de nanofibras contendo o peptídeo e a absorbância foi medida por um leitor de 




5.10 PRODUÇÃO DE ESPÉCIES REATIVAS DE OXIGÊNIO POR CÉLULAS HUVEC 
 
 A produção intracelular de espécies reativas de oxigênio por células HUVEC devido à 
exposição às nanofibras contendo diferentes concentrações do Cm-p1 foi avaliada (Cell 
Biolabs, Inc). 2 x 10
4
  de células HUVECs foram crescidas na presença das nanofibras por 24 
h e a fluorescência foi avaliada por leitor de microplaca a 480 nm/530 nm. O ensaio usa uma 
sonda permeável fluorogênica, 2′,7′-diclorodihidrofluoresceina diacetato, para avaliar e 
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quantificar os sinais de ROS. A intensidade da fluorescência encontrada em cada poço é 
diretamente proporcional ao nível de ROS no citoplasma celular (Koontz and Kontrogianni-
Konstantopoulos, 2014). Em experimento complementar, células HUVEC crescidas na 
presença das nanofibras por 48 h foram coradas com calceína AM (Life Technologies) para 
































6 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
6.1 PRODUÇÃO DAS NANOFIBRAS DE CM-P1-PVA E DETECÇÃO DO PEPTÍDEO 
 
 Nanofibras contendo o peptídeo antimicrobiano Cm-p1 foram produzidas por 
electrospinning usando o PVA como polímero. Durante o processo de produção, parâmetros 
como voltagem e distância entre o coletor e o capilar foram mantidos. Primeiramente, Cm-p1 
foi solubilizado em água deionizada sob agitação (200 rpm) e, então, 10 % de PVA foi 
adicionado à solução contendo o peptídeo já solubilizado. A natureza hidrofílica do Cm-p1 
permite a sua solubilização em água deionizada. PVA, um polímero sintético tem sido usado 
na produção de nanofibras por electrospinning (Peresin MS et al., 2010) atraindo a atenção 
devido a sua biocompatibilidade, hidrofilicidade, propriedades físicas e resistência química 
(Yang et al., 2008; Liu et al., 2009). Adicionalmente, fibras produzidas com PVA têm sido 
aplicadas nos mais diferentes campos como imobilização de enzimas, eletrodos, sensores e 
aplicações biomédicas (Agarwal et al., 2008; Meinel et al., 2012). 
 Primeiramente, análises de espectrometria de massa foram realizadas com o objetivo 
de detectar a presença e ausência do Cm-p1 nas nanofibras. O peptídeo livre, com massa 
molecular de 1224 Da foi demonstrado por MS (Figura 22a). Idêntica massa molecular foi 
obtida através da ionização direta da fibra contendo o peptídeo (Figura 22b). O resultado 
observado reforça a ideia que o peptídeo está ligado com a fibra através de interações fracas. 
Por outro lado, a fibra sem o peptídeo também foi avaliada demonstrando a completa ausência 









Figura 22. Análises de espectrometria de massa do (a) Cm-p1 livre, (b) Cm-p1-PVA incorporado nas nanofibras 




6.2 CARACTERIZAÇÃO MICROSCÓPICA DAS FIBRAS 
 
Análises de microscopia eletrônica de varredura foram realizadas para efetuar as 
medidas dos diâmetros das fibras (Figuras 23a e 23b). A média do diâmetro das fibras 
contendo o Cm-p1-PVA está listada na Tabela 6 juntamente com os seus respectivos desvios 
padrão. As micrografias na Figura 23 mostram que o diâmetro das fibras decresce com a 
presença do Cm-p1 quando comparado ao diâmetro da fibra PVA. Ademais, o desvio padrão 
observado na fibra PVA foi menor quando comparado com as fibras contendo o peptídeo, 
indicando que as fibras PVA são mais homogêneas e livres de deformações e gotas em 
comparação com as fibras Cm-p1-PVA. 
 
 
Figura 23. Imagens de SEM and AFM das fibras PVA e Cm-p1-PVA. (a) Fibras 10 % PVA no aumento de 
1000x por SEM, (b) Fibras 10 % Cm-p1- PVA no aumento de 1000x por SEM, (c) Fibras 10 % PVA  por AFM  





Micrografias de microscopia de força atômica foram feitas visto que esta técnica 
permite a medida de superfícies frágeis e adesivas sem prejudicar as amostras (Zhang et al., 
2013a). De fato, imagens de AFM confirmaram os resultados da MEV, mostrando que a 
espessura das fibras 10 % Cm-p1-PVA (Figura 23d) foram menor que as fibras PVA (Figura 
23c), apresentando 1386 nm e 1535 nm, respectivamente. Em medidas complementares, o 
diâmetro das fibras também foi avaliado por AFM. Da mesma forma que as medidas por 
MEV, as medidas por AFM apresentaram diâmetros menores que a amostra controle (Tabela 
6). 
 
Tabela 7. Medidas do diâmetro das nanofibras por SEM e por AFM com os seus respectivos desvios-padrão. 








PVA 335,9 28,2 990,9 128,9 
2,5 % Cm-p1-PVA 295,3 45,0 570,8 81,6 
5 % Cm-p1-PVA 293,5 45,8 716,8 122,1 
10 % Cm-p1-PVA 210,6 47,0 550,2 144,4 
 
 
 Entretanto, por AFM, o diâmetro das fibras foi maior que os medidos por MEV em 
todas as amostras analisadas. É possível, que durante as medidas por AFM, as amostras 
podem ter absorvido humidade, ao contrário do que acontece com as medidas por MEV, 
quando as amostras são submetidas ao vácuo. Ainda, deve-se ressaltar que as medidas 
mostraram que os diâmetros das fibras apresentaram menor uniformidade nas amostras 10 % 
Cm-p1-PVA segundo as Figuras 23a e 23b, sugerindo que altas concentrações do Cm-p1 
podem interferir na morfologia da fibra devido a interrupções no jato durante a formação das 
fibras e à obstrução do capilar levando à formação de gotas na amostra de 10 % Cm-p1-PVA. 
Nanofibras contendo o peptídeo antimicrobiano nisina também mostram menor diâmetro 
quando comparado às fibras sem o peptídeo (Heunis et al 2013). Vários fatores podem afetar 
a estrutura e propriedades das nanofibras como a distância entre o coletor e a agulha, o 
diâmetro da agulha, a condutividade e viscosidade da solução, a tensão superficial da solução 
na ponta da agulha e o fluxo aplicado à solução (Fung et al., 2011). Em relação às nanofibras 
Cm-p1-PVA, é possível que a viscosidade da solução possa ter influenciado no diâmetro e 
morfologia das fibras produzidas durante o processo de electrospinning devido a alterações na 
condutividade e tensão superficial da solução (Heunis et al 2013).  
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Wang e colaboradores (2011) mostraram que a morfologia da fibra foi afetada devido 
à viscosidade da solução. Nanofibras produzidas a partir de soluções altamente viscosas 
levaram à formação de gotas e deformações quando comparadas à nanofibras produzidas por 
soluções com baixa viscosidade. A redução do diâmetro das fibras também foi visualizada por 
Li e colegas (2013) devido ao aumento da condutividade da solução. Isto pode ocorrer porque 
soluções com alta condutividade podem ter maior habilidade no transporte de cargas e alterar 




6.3 PERFIL DE LIBERAÇÃO DO CM-P1 DAS NANOFIBRAS 
 
O perfil de liberação do Cm-p1 das nanofibras Cm-p1-PVA é demonstrado na Figura 
24. O peptídeo foi rapidamente liberado das nanofibras Cm-p1-PVA. A Figura 24a mostra 
que após 120 min, Cm-p1 foi liberado no meio de dissolução em todas as concentrações 
avaliadas. Em paralelo, outro fragmento das nanofibras foi incubado em um tubo de vidro a 
37 ºC. O meio de dissolução foi trocado a cada 24 h, até o terceiro dia, sem remover o 
fragmento do tubo e então o peptídeo foi novamente quantificado no meio de dissolução. 
Figura 24b mostra que a liberação do Cm-p1 das nanofibras foi maior durante as primeiras 24 
h, gradualmente diminuindo após 48 h e 72 h, provavelmente devido à redução da 
concentração no interior das nanofibras. Esse perfil de liberação é desejável visto que esta 
propriedade pode ser aplicada a um biomaterial com atividade anti-infectiva. Nanofibras 
produzidas por PVA podem constituir um material que rápida degradação em ambientes 
hidrofílicos. A rápida liberação do Cm-p1 das nanofibras Cm-p1-PVA pode ter sido 
desencadeada pela grande superfície de contato e porosidade do material. Entretanto, alguns 
estudos sugerem o crosslinking do PVA com o objetivo de diminuir a hidrofilicidade do 
polímero e, então aumentar o tempo de dissolução das nanofibras feitas de PVA (Zeng et al., 
2005; Gohil et al., 2006; Liu et al., 2009). O peptídeo antimicrobiano sintético crabolin foi 
marcado com fluoresceína (iCR-fluor) e foi incorporado em nanofibras de PCL e apresentou 
um 30 % de liberação após os primeiros 30 min. Após um período de 2 h a liberação do iCR-
fluor alcançou uma taxa de 50 % (Eriksen et al., 2013). A liberação cumulativa do peptídeo 
plantaricin 423 de fibras formadas pela mistura dos polímeros poli(D,L-láctico) e óxido de 
poli(etileno) foi avaliada por Heunis e colaboradores (2011) e mostrou uma alta liberação no 
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Figura 24. Perfil de liberação do Cm-p1 das nanofibras Cm-p1-PVA (a) usando diferentes amostras em horas e 
(b) usando as mesmas amostras até 72 horas. NS: não significativo. (*P  <  0.1; **P  <  0.01; ****P  <  0.0001). 
 
 
6.4 ATIVIDADE ANTIFÚNGICA 
 
A atividade antifúngica das nanofibras Cm-p1-PVA contra C. albicans foi avaliada 
pelo método de difusão radial (RDA) pela comparação do halo de inibição entre a anfotericina 
(30 mg.ml
-1
), o peptídeo livre e a fibra controle (PVA). As concentrações usadas do Cm-p1 
para a realização do bioensaio foram quantificadas por HPLC a partir da quantificação 
realizadas após 24 h de liberação. A lista com as quantificações utilizadas para a realização do 
bioensaio e as respectivas medidas dos raios de inibição é apresentada na Tabela 7. 
 
Tabela 6. Lista contendo as respectivas quantificações do Cm-p1 após 24 h de liberação e as medidas do raio de 
inibição em meio ágar Sabouraud dextrose contra C. albicans ATCC 10231. 
Composto Concentração (mg.mL
-1
) Medida do raio de inibição (mm) 
Anfotericina 30 mg.mL
-1
 14.10 mm 
Cm-p1 livre 4 mg.mL
-1
 9.27 mm 
PVA fibra N/A N/D 
2.5 % Cm-p1- PVA fibra 1.92 mg.mL
-1
 N/D 
5 % Cm-p1- PVA fibra 3.04 mg.mL
-1
 N/D 
10 % Cm-p1- PVA fibra 5.26 mg.mL
-1
 3.94 mm 




Em ensaio antifúngico prévio, nenhum halo de inibição foi visualizado quando as 
fibras foram colocadas diretamente na placa contendo o meio Sabouraud dextrose. Somente as 
nanofibras 10 % Cm-p1-PVA foram viáveis em inibir o crescimento de C. albicans após as 
mesmas terem sido solubilizadas em água destilada. Apesar dos resultados encontrados da 
atividade do Cm-p1, em resultados preliminares (Lopez-Abarrategui et al., 2012b) o peptídeo 
apresentou maior atividade que as fibras 10 % Cm-p1-PVA. Segundo Hassounah e colegas 
(2013), a formação de pontes de hidrogênio entre os grupos amino da droga e os grupamentos 
hidroxila do PVA podem levar a desativação de drogas devido a alta polaridade do átomo de 
oxigênio dos grupamentos hidroxila do PVA (Hassounah et al 2013). 
 
 
6.5 BIOCOMPATIBILIDADE DAS NANOFIBRAS CM-P1-PVA COM CÉLULAS 
HUMANAS 
 
 Viabilidade de células HUVEC foi avaliada na presença das diferentes concentrações 
do peptídeo Cm-p1 nas nanofibras usando o teste MTS (Figura 25a). Nenhumas das 
concentrações do peptídeo nas nanofibras foram viáveis em afetar a viabilidade das células 
HUVEC quando comparadas com nanofibras PVA. Esses resultados confirmam os estudos 
preliminares conduzidos por Lopez-Abarrategui e colegas (2012b), que encontraram 
resultados semelhantes usando o peptídeo Cm-p1 livre contra macrófagos murinos Raw 
264.7. Entretanto, a proliferação das células HUVEC foi afetada na presença de nanofibras 10 
% Cm-p1-PVA, como mostrado na Figura 4c. Contudo para fibras PVA, 2,5 % Cm-p1-PVA e 
5 % Cm-p1-PVA alteraram a agregação e proliferação celular. A geração de ROS na presença 
de diferentes formulações nas nanofibras também foi determinada. Somente 10 % Cm-p1-
PVA nanofibras induziram a formação de ROS por células HUVEC (Figura 25b). Dados 
similares foram obtidos usando o PvD, uma defensina antifúngica com atividade contra C. 
albicans obtida das sementes da Phaseolus vulgar. Este peptídeo apresenta atividade 
fungicida a partir da permeabilização da membrana celular e da geração de estresse oxidativo, 
com a produção de ROS e óxido nítrico (Mello et al., 2011; Guilhelmelli et al., 2013). O 
mesmo mecanismo também foi descrito para outra defensina de plantas, a HsAFP1 da 
Heuchera sanguinea (Aerts et al., 2011), que induz a geração de vários sinais pro-apoptóticos 
incluindo o acúmulo de ROS, levando à morte celular. Diferentemente do Cm-p1, HsAFP1 e 
PvD foram capazes de induzir a morte celular pela geração de ROS em baixas concentrações, 
usando 5 µg.mL
-1
 and 100 µg.mL
-1
, respectivamente. Segundo os dados na Figura 25b e os 
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resultados da atividade antifúngica, é possível que o mecanismo de ação do Cm-p1 possa 
envolver a geração de ROS devido a um aumento na sua produção quando comparada às 
outras nanofibras avaliadas. Entretanto, outros estudos são necessários para confirmar esta 
afirmativa. 
 




Figura 25. Biocompatibilidade das nanofibras contendo o peptídeo antimicrobiano Cm-p1. (a) Avaliação da 
vialibilidade de células HUVEC. A viabilidade relativa foi determinada usando o teste MTS e todos os valores 
foram normalizados para os valores obtidos no grupo controle. (b) Geração de espécies reativas de oxigênio por 
diferentes concentrações do Cm-p1 nas nanofibras foi determinada e comparada ao grupo controle. (c) 
Viabilidade das células HUVEC (em verde) na presença das nanofibras coradas com calceína; menor agregação 
e proliferação são notadas no grupo 10 % Cm-p1-PVA (setas brancas) quando comparada a outros. Os dados são 
representados em ± SD. (*P  <  0.1). 
 
A secreção de citocinas pró-inflamatórias TNF-α (Figura 26a) e IL-6 (Figura 26b) por 
macrófagos RAW 264.7 após 24 h de exposição foi avaliada usando a fibras PVA e Cm-p1-
PVA nas diferentes concentrações. Somente 10 % Cm-p1-PVA nanofibras apresentaram 
significativa geração de citocinas quando comparadas às fibras PVA. Neste contexto, a 
capacidade de induzir a secreção de citocinas para promover o recrutamento de células 
imunes por catelicidinas está bem caracterizada. A liberação de TNF- α e IL-6 foi induzida 
pela catelicidina LL-37 em queratinócitos e células dendríticas em baixas concentrações 
Controle 
Calceina 




(Afshar e Gallo, 2013, Duplantier e Hoek, 2013). A bacteriocina plataricin A, produzida pelo 
Lactobacillus plantarum também elevou a migração e proliferação celular, bem como 
estimulou a expressão do fator de crescimento vascular endotelial e IL-8 em queratinócitos 
(Pinto et al., 2011). Kindrachuk e colegas (2013) demostraram que o peptídeo antimicrobiano 
nisina Z apresenta atividade imunomodulatória e modula a reposta de células imunes 
similarmente a peptídeos que apresentam atividade imunomodulatória. Embora Cm-p1 tenha 
induzido a secreção de IL6 e TNF- α em células humanas em altas concentrações, esse 




Figura 26. Avaliação da secreção das citocinas pró-inflamatórias (a) TNF- α e (b) IL6 por macrófagos RAW 
264.7 após 24 h de exposição às PVA e Cm-p1-PVA nanofibras por ELISA. LPS foi usado como controle 



















Essa é a primeira vez que um peptídeo antifúngico com atividade contra C. albicans é 
incorporado em nanofibras produzidas por electrospinning. Até o momento, poucos peptídeos 
antimicrobianos têm sido incorporados neste sistema de liberação controlada. Essas fibras 
podem promover a homeostase, absorção de fluidos, respiração celular e permeação de gases, 
além de proteção anti-infectiva em casos de feridas e queimados. Entretanto, o 
desenvolvimento de testes clínicos usando estas moléculas ainda permanece incipiente, sendo 
que mais estudos são necessários como, por exemplo, a realização de testes in vivo. O 
desenvolvimento deste trabalho permitiu concluir que: 
 
 O peptídeo Cm-p1 foi incorporado em nanofibras produzidas por electrospinning em 
diferentes concentrações; 
 As análises por MALDI-TOF MS permitiram identificar o Cm-p1 diretamente nas 
fibras em todas as concentrações analisadas, sem que a amostra tenha passado por 
algum tratamento; 
 O peptídeo Cm-p1, em altas concentrações, foi capaz de induzir a geração de espécies 
reativas de oxigênio e a secreção das citocinas inflamatórias IL6 e TNF-α, sem afetar a 
viabilidade de células humanas. 
 O sistema de nanofibras utilizado permite a liberação do peptídeo por até três dias, 
sendo que nas primeiras duas horas ocorreram bursts de liberação da molécula no 
meio de dissolução;  
 A atividade antifúngica do Cm-p1 contra C. albicans pode ter sido prejudicada pelo 














Esta tese de doutorado é parte integrante de um projeto de pesquisa que procura 
produzir peptídeos antimicrobianos ativos a partir de sistemas heterólogos visando o seu 
emprego em sistemas de liberação controlada de fármacos. Os resultados obtidos reforçam a 
viabilidade de produção dessas moléculas em Escherichia coli e Nicotiana benthamiana 
apesar dos problemas encontrados na purificação a partir de plantas.  
Os resultados também mostram que a incorporação dessas moléculas em nanofibras 
permite a modulação do seu efeito conforme o polímero empregado. Assim, experimentos de 
clivagem e purificação de peptídeos antimicrobianos de sistemas heterólogos devem ser 
conduzidos com o objetivo de alcançar moléculas puras e ativas para o seu emprego em 
sistemas carreadores.  
Variações nos parâmetros do electrospinning, concentração do polímero e mesmo o 
emprego de uma mistura de polímeros para a formação das fibras poderiam resultar em perfis 
de liberação e atividade diferentes. 
Dessa forma, este trabalho abre fronteiras para o aprimoramento e condução de 
estudos de mecanismo de ação, farmacocinética e ensaios in vivo visando melhor caracterizar 
as moléculas empregadas e, assim, contribuir para que, num futuro recente, esses peptídeos 
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